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RESUMEN 
Una de las actividades más comunes en la alimentación porcina es el uso de 
antibióticos como aditivo, dañinos para la salud animal y salud pública. 
Considerando que los animales van adquiriendo microorganismos de su entorno, 
los cuales colonizan las diferentes regiones del tracto digestivo, logran ser parte de 
la flora natural y algunas tienen actividad antibiótica. Con la finalidad de identificar 
y estudiar la actividad antibacteriana de bacterias ácido lácticas (BAL) del tracto 
digestivo del Sus scrofa domesticus (lechón), se extrajeron muestras mediante 
laparoscopía, por hisopado del estómago, duodeno, yeyuno, íleon, ciego y colon, a 
las cuales se les realizó la caracterización morfológica y bioquímica según el 
método  agar caldo Man, Rogosa y Sharpe (MRS) con azul de anilina (Yimin et al. 
2005). Se evaluó el efecto bactericida y antibiótico de las bacteriocinas en 
patógenos de esta misma especie, mediante pruebas de antagonismo utilizando 
tres métodos: el directo y de pocillo, para este se usó extracto bacteriano sin 
neutralizar (acción ácida) y extracto bacteriano neutralizado (acción bacteriocina). 
Realizando pruebas estadísticas como ANVA (α = 0,05)  y prueba de Duncan (α = 
0,05), se determinó que Escherichia fergusonii fue el patógeno más susceptible a 
ellos. La identificación de la bacteriocina en estudio, se realizó mediante la digestión 
bacteriana directa y proteómica según la técnica de espectrofotometría de masa 
por el método de desorción/ionización por láser asistida por la matriz, doble vuelo, 
con equipo MALDI TOF TOF. Se obtuvieron del tracto digestivo del lechón, nueve 
BAL identificadas molecularmente según el gen 16S ARNr y primer universales, 
ocho cepas de Lactobacillus fermentus y una cepa de Lactococcus lactis, a la vez 
se encontraron Escherichia fergusonii y Shigella sonnei (patógenos en diarrea de 
varios lechones) utilizadas para realizar las pruebas de antagonismo, donde el 
extracto bacteriano sin neutralizar de Lactococcus lactis frente a Escherichia 
fergusoni produjo los mayores halos de inhibición. Las BAL que se encontraron y 
se identificaron, fueron consideradas como probióticos, con valor bactericida y 
antibiótico por segregación de proteínas encontradas llamadas bacteriocinas 
activas: ornithine monooxygenase del organismo Bacillus firmus y RNase J family 
beta-CASP ribonuclease del Lactobacillus saerimneri. 
Palabras clave: bacterias ácido lácticas, halos de inhibición, microbiología 
molecular, bacteriocina 
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ABSTRACT 
 
One of the most common activities in pig feed is the use of antibiotics in food, 
harmful to animal health and public health. Considering that the animals are 
acquiring microorganisms of their surroundings, which colonize the different regions 
of the digestive tract, they become part of the natural flora and some have antibiotic 
activity. In order to identify and study the antibacterial activity of lactic acid bacteria 
(BAL) in the digestive tract of the Sus scrofa domesticus (suckling pig), samples 
were extracted by laparoscopy, by swab of the stomach, duodenum, jejunum, ileum, 
Which were submitted to morphological and biochemical characterization according 
to the Man, Rogosa and Sharpe (MRS) agar method with aniline blue (Yimin et al. 
2005). The bactericidal and antibiotic effect of bacteriocins in pathogens of the same 
species was evaluated by antagonistic tests using three methods, the direct one, of 
well using neutralized bacterial extract (acid action) and neutralized bacterial extract 
(bacteriocin action), Performing statistical tests such as ANVA (α = 0.05) and 
Duncan's test (α = 0.05), where it was determined that Escherichia fergusonii was 
the most susceptible pathogen to them. The identification of the bacteriocin under 
study was performed by direct bacterial digestion and proteomics according to the 
mass spectrophotometry technique by the matrix assisted laser desorption / 
ionization, double flight, with MALDI TOF TOF equipment. Nine molecularly 
identified BALs according to the 16S rRNA and first universal gene, eight strains of 
Lactobacillus fermentus and one strain of Lactococcus lactis were obtained from the 
digestive tract of the piglet, while Escherichia fergusonii and Shigella sonnei 
(pathogens in diarrhea of several piglets) Used to perform the inhibition tests, where 
the unnatural bacterial extract of Lactococcus lactis against Escherichia fergusoni 
produced the major inhibition halos. BALs that were found and identified are 
considered as probiotics, with bactericidal and antibiotic value by segregation of 
proteins found called active bacteriocins: ornithine monooxygenase from Bacillus 
firmus and RNase J family beta-CASP ribonuclease from Lactobacillus saerimneri. 
 
Key words: Bacteria, lactic acid, inhibition halos, molecular microbiology, 
bacteriocin. 
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RESUMO 
 
Uma das atividades mais comuns na alimentação de suínos é o uso de antibióticos 
em alimentos, prejudiciais à saúde animal e saúde pública. Considerando que os 
animais são adquiridos microrganismos em seu ambiente, que colonizam diferentes 
regiões do trato digestivo, eles conseguem fazer parte da flora natural e alguns têm 
actividade antibiótica. A fim de identificar e estudar a actividade anti-bacteriana das 
bactérias do ácido láctico (BAL) do tracto digestivo de Sus scrofa domesticus 
(sugador), as amostras foram removidas por laparoscopia limpando o estômago, 
duodeno, jejuno, íleo, ceco e no cólon, a o qual foi submetido ao método de 
caracterização morfológica e bioquímica de acordo com o Homem caldo de agar, 
Rogosa e Sharpe (MRS) anilina azul (Yimin et al., 2005). as bacteriocinas 
bactericidas e antibióticos em patogénios da mesma espécie foi avaliada por testes 
de antagonismo utilizando três métodos: directa e bem, para este extracto 
bacteriano foi usada (acção ácido) não neutralizada e neutralizada extracto 
bacteriano (acção bacteriocina ). Realização de testes estatísticos e análise de 
variância (α = 0,05) e o teste de Duncan (α = 0,05),onde foi determinado que a 
Escherichia fergusonii foi o patógeno mais susceptíveis a elas. Identificando o 
estudo bacteriocina foi realizada por digestão directa bacteriana e proteómica de 
acordo com a técnica de espectrometria de massa pelo modo de matriz de dessoro 
/ ionizao a laser assistida, voo dupla, com o equipamento de MALDI TOF TOF. 
foram obtidos a partir do tracto digestivo do porco, nove BAL identificado 
molecularmente acordo gene 16S rRNA e primeiros universais, oito estirpes de 
Lactobacillus fermentus e Lactococcus lactis, enquanto Escherichia fergusonii e 
Shigella sonnei encontrado (patógenos em diarreia de várias leitões ) utilizado para 
testes de inibição em que o extracto bacteriana de Lactococcus lactis não 
neutralizado contra Escherichia fergusoni produzidos os halos de inibição maiores. 
LABs encontrados e identificados, são considerados como probióticos, valor 
bactericida e bacteriocinas segregação antibióticas denominadas proteínas activas 
encontradas: Bacillus firmus ornitina corpo mono-oxigenase e da família de RNase 
J beta-CASP ribonuclease Lactobacillus saerimneri. 
Palavras-chave: bactérias, ácido láctico, halos de inibição, microbiologia 
molecular, bacteriocina 
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1. INTRODUCCIÓN. 
 
La demanda de carne como fuente proteica crece conforme se incrementa la 
población, donde la cría intensiva de cerdos es un alternativa para obtener 
proteína animal; la fase de lechón es la etapa más crítica en este proceso 
productivo por lo que se emplean antibióticos y otros compuestos sintéticos 
como promotores de crecimiento, sustancias que aumentan el riesgo sanitario 
contaminante, también aumentan los costos de producción (Cadillo 2008, Del 
Coco 2015 y Zapata et al. 2009). 
 
La mayoría de los promotores de crecimiento utilizados perjudican la salud 
animal, siendo los más comunes aquellos que contienen antibióticos, que 
fueron retirados para su uso de la UE desde enero de 2006, ya que reducen la 
población microbiana intestinal y generan la resistencia a los antibióticos 
(Jurado-Gámez, Ramírez y Martínez 2013, Pluske 2013, Bhandari et al. 2010 y 
Metzler-Zebeli et al. 2010). 
 
Existen microorganismos que producen proteínas extracelulares que son 
utilizadas como alternativas potenciales para mejorar el desempeño y la salud 
de los cerdos, debido al efecto bactericida que poseen, eficiencia del uso de 
alimento y los cuales pueden ser utilizados como probiótico con efecto 
antibiótico (Meng et al. 2010, Rebolledo 2014, Macouzet 2014 y García et al. 
2012). 
 
La mayoría de Bacterias Acido Lácticas (BAL) del género Lactobacillus, 
producen sustancias extracelulares, utilizadas para mejorar la eficiencia 
productiva del lechón y que pueden sustituir a los antibióticos en la producción 
de cerdos (Leroy y De Vuyst 2004, Kumar et al. 2014, Cueto-Vigil, Acuña-
Monsalve y Valenzuela-Riaño 2010 y Kim et al. 2012) actuando contra 
patógenos gracias al ácido láctico y compuestos proteicos generados por ellas 
(Metzler-Zebeli et al. 2010), siendo atractivos en un mundo en el que la 
resistencia a los antimicrobianos constituye un problema global de gran 
relevancia para la salud pública (Del Coco 2015 y  Zapata et al. 2009). 
14 
 
A fin de solucionar la problemática formulada, se planteó la siguiente hipótesis: 
es posible la identificación y caracterización de BAL aisladas del tracto digestivo 
del lechón así como sus bacteriocinas y la determinación de la acción 
antimicrobiana frente a patógenos del lechón. En este contexto para los 
objetivos de la investigación se realizaron aislamientos, caracterización 
bioquímica e identificación molecular de Lactobacilos extraídos de diferentes 
regiones del tracto digestivo del lechón, así como también se determinó la 
actividad antimicrobiana de bacteriocinas, mediante pruebas de antagonismo  
para el control de patógenos como Escherichia fergusoni y Shigella sonnei. 
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2. MARCO DE REFERENCIA DEL PROBLEMA. 
 
2.1. Antecedentes. 
 
Los sustratos en los cuales se han aislado bacterias acido lácticas (BAL) con 
actividad antibiótica  son variados: excretas de neonatos alimentados con 
leche materna, alimentos fermentados, intestinos de animales, donde se 
conoce que los animales tienen como hospederos naturales a 
microorganismos propios, los cuales producen unas sustancias llamadas, 
bacteriocinas, con acción antibiótica que forman barreras antimicrobianas y 
ayudan a reducir los niveles de microorganismos patógenos (Amado et al. 
2012, López-Álvarez 1976, Gatti 2013, García et al. 2012 y Guerra et al. 
2007). 
 
La mayoría de microorganismos benéficos del tracto digestivo producen 
ácidos orgánicos, estos y sus sales han recibido mucha atención como 
alternativas potenciales para mejorar el desempeño y la salud de cerdos, 
esto es debido al efecto bactericida y eficiencia de uso en el estómago, 
regulando el pH gástrico (Metzler-Zebeli et al. 2010), en los lechones recién 
nacidos se encuentran Lactobacillus rhamnosus y L. acidophilus como los 
más frecuentes (Kumar et al. 2014). 
 
La población más importante pertenece a las bacterias Gram positivas 
anaerobias productoras de ácido láctico (BAL), controlan la colonización de 
las bacterias patógenas (Looft et al. 2014, Collado y Sanz 2007, Deusch et 
al. 2015 y Lamendela et al. 2011), crecen en varios sustratos y a diversas 
condiciones biológicas, pertenecen a los géneros Aerococcus, Alloiococcus, 
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera, Oenococcus, 
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus y Weissella 
(Agudelo 2014). 
 
Las BAL, por su actividad antibiótica han sido caracterizadas como 
probióticas y son consideradas generalmente como no dañinos (Leroy y  De 
Vuyst 2004 y García et al. 2012), no forman esporas, no tienen motilidad y 
16 
son carentes de catalasa, son cocos o bacilos de longitud variable de 0,5 a 
0,8 μm. Son anaeróbicos facultativos y catalasa negativa, degradan la 
glucosa en ácido láctico (Parra 2010) generan halo de inhibición que 
determinan las características de resistencia específica para ser usado como 
probiótico (Klose et al. 2010 y Venegas et al. 2012). 
 
Existen sustancias producidas por bacterias que frenan el crecimiento de 
organismos patógenos en el tracto gastrointestinal, funcionan como 
probiótico, antibiótico, previenen y tratan enfermedades infecciosas y no 
producen efectos adversos de ningún tipo (Jurado-Gámez, Ramírez and 
Martínez 2013, Macouzet 2014, García et al. 2012 y Jiménez 2010), son 
llamados bacteriocinas, sustancias eficaces en el control de diversos 
microorganismos así como de los extractos y metabolitos producidos por 
ellas y han tenido exitosa aplicación en los alimentos (Vásquez et al. 2009) 
tienen especificidad natural por el hospedero (Bhandari et al. 2010 y Klose 
et al. 2010)  y la alimentación (Pedersen et al. 2005). 
 
La eficacia antimicrobiana de las bacteriocinas de BAL resultan atractivos 
para el reemplazo de antibióticos (Karpinski y Szkaaradkiewicz 2015, Del 
Coco 2015 y Zapata et al. 2009), el estudio de estas las harán cada vez más 
efectivas y más específicas en cuanto a los beneficios en la producción 
animal (Macouzet 2014). 
 
En los reportes para cerdos indican que la suplementación con Lactobacillus 
sobrius mejora la producción (Konstantinov et al. 2006), alimentados con una 
mezcla de probióticos de Bacillus subtilis y endoesporas de Clostriduim 
butyricum, mostraron una mayor digestibilidad (Meng et al. 2010 y Rebolledo 
2014), siendo más eficientes en cerdos jóvenes ya que controlan problemas 
digestivos (Metzler-Zebeli et al. 2010, Blajman et al. 2015 y Pluske 2013). 
 
En lechones  se comprobó que el Lactobacillus rhamnosus controló la diarrea 
provocada por Eschericha coli en lechones destetados, así como la 
suplementación con B. licheniformis y B. subtilis mejoró el peso de los 
17 
lechones durante el periodo de amamantamiento (Guerra et al. 2007, Guerra 
et al. 2005). 
 
La alimentación con la inclusión de Enterococcus faecium y con una dieta 
baja en proteínas del 17%, aumentó el rendimiento de los cerdos destetados 
(Mallo et al. 2010), así el uso del Lactobacillus fermentum en pollos como 
aditivo mostró buenos resultados (Reque et al. 2000), utilizando Bacillus 
subtilis CH16 de origen intestinal en el engorde se obtuvo un mejor 
incremento de peso  (Nguyen et al. 2015). 
 
Se ha comprobado queEl Lactobacillus saerimneri y L. ruminis tienen 
actividad inhibidora, son especies indígenas, en humanos sugieren el uso 
potencial de estas dos cepas como candidatos inmunoprobióticos 
(Taweechotipatr et al. 2009), también Lactobacillus y Pedioccocus aislados 
del calostro del cerdo pueden mostrar resultados como probiótico (Vélez 
2014). 
 
Existen exudados no ácidos, que son considerados como proteínas con 
acción bactericida (Rogne et al. 2007, Mora et al. 2011 y Newman et al. 
2011), encontradas en organismos como Bacillus firmus, y Lactobacillus 
saerimneri llamadas bacteriocinas, las cuales fueron identificadas 
molecularmente y son de gran interés en la industria de producción de 
alimento reportadas por (Zohra et al. 2016, Torres 2002, García et al. 2012 
y NCBI 2015). 
 
Ornithine monooxygenase actúa como Sideróforo A (SidA), es una 
monooxigenasa dependiente de flavina en la biosíntesis de sideróforos,  que 
posteriormente generan quelantes de hierro y limitan el uso de estos metales 
en la alimentación de la Escherichia produciéndo la muerte de la bacteria, 
interviene en el metabolismo al condicionar varios metales sobre la actividad 
enzimática y aumenta en presencia de Ca2+, K2+, Ba2+, Co2+ y Ni2+, es 
utilizado por su efecto fungicida, larvicida (Zohra et al. 2016, Geng et al. 
2016, Cechova et al. 2013, Xiong 2015, Lusiastuti, Sumiati y Hadie 2013, 
Romero et al. 2012 y Shirey et al. 2013). 
18 
 
RNase J family beta-CASP ribonuclease actúa como proteasa específica 
que causa destrucción celular de patógenos por su acción antibiótica, donde 
la acción de los iones magnesio indican resultados de la mutagénesis, 
también se ha reportado en presencia dos iones catalíticos de zinc, con 
capacidad para catalizar la degradación endo y exo-ribonucleolítica. 
(Destrucción enzimática de material genético) (Monrroy et al. 2009, Xue-
Yuan et al. 2015, Newman et al. 2011 y Pedersen 2005). 
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2.2. Bases teórico-científicas. 
 
2.2.1. Microbiota del tracto intestinal de los animales. 
 
Kurzak et al. (1998), Pieper et al. (2006) y Mallo et al. (2010), 
observaron que en pollos, en las zonas del intestino y del ciego, la 
especie dominante es Lactobacillus salivarius, en cambio, en los 
patos predominan cinco géneros diferentes: Lactobacillus, 
Streptococcus, Pediococcus, Enterococcus y Weissella. En terneros 
criados en condiciones artificiales, se pueden encontrar Pediococcus 
acidilactis, Lactobacillus farciminis, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus 
salivarius, Lactobacillus casei, Enterococcus faecalis y Enterococcus 
faecium. En los corderos jóvenes, el intestino es colonizado por los 
microrganismos que existen en el ambiente. 
 
Nguyen et al. (2015) y Acero y Gómez (2011), manifiestan que la 
composición microbiana es diferente en cada especie animal. Varía 
en especie y número, en las diferentes zonas del tubo digestivo; en la 
región del duodeno se encuentra el menor contenido de unidades 
formadoras de colonias por gramo (U.F.C./g), le sigue el yeyuno, el 
estómago y las de mayor contenido son el íleon, el ciego y el recto. 
 
Monrroy et al. (2009), reportan que existen microorganismos no 
patógenos, que producen antibióticos (bacteriocinas), ácidos 
orgánicos (acético, fórmico y láctico) y enzimas digestivas que 
impiden la adherencia de bacterias entero-patógenos al intestino. 
 
2.2.2. Microbiota intestinal del cerdo. 
 
Konstantinov et al. (2006), Deusch et al. (2015) y Lamendela et al. 
(2011), refieren que en el caso de los lechones se destaca una flora 
subdominante compuesta por Enterobacterias, Eenterococos, 
Escherichia coli, gérmenes oportunistas y microorganismos 
20 
fluctuantes con poder patógeno potencial constituidos por Clostridium 
sp., Proteus sp., Staphylococcus sp. y Psudomonas sp. 
  
Looft et al. (2014), Deusch et al. (2015), Collado y Sanz (2007) y 
Lamendela et al. (2011), reportan que la microbiota natural del 
intestino ejerce una gran influencia sobre el hospedero. Se han 
aislado los géneros Streptococcus y Lactobacillus de las partes 
proximales del intestino y a medida que se avanza en el sistema 
gastrointestinal van apareciendo otros géneros como Eubacterium, 
Fusobacterium, Bacteroides, Peptostreptococcus, Bifidobacterium, 
Selenomonas, Clostridium, Butirovibrio y Escherichia. 
 
Deusch et al. (2015), señalan que las técnicas modernas y clásicas 
pueden encontrar BAL capaces de controlar la colonización de las 
bacterias patógenas. 
 
2.2.3. Modificación de la microbiota nativa en cerdos. 
 
Hong et al. (2011) y Kumar et al. (2014), mencionan que la microbiota 
nativa favorece a la salud, es influida por un gran número de factores 
del huésped como son: pH, secreciones, sales, enzimas, fisiología, 
propiedades microbianas como la adhesión, motilidad, resistencia, 
tiempo de generación y otros requisitos nutricionales; existiendo un 
equilibrio (eubiosis) entre los componentes vivos y los abióticos, las 
interacciones microbiana (sinérgicas o antagónicas), la dieta, 
ambiente, el estrés que modifica el equilibrio homeostático y facilita el 
desarrollo de los patógenos especialmente en individuos de crianza 
intensiva. 
 
Estrada et al. (2005), concluyeron que en casos de disbiosis 
(desequilibrio), los microorganismos patógenos como Candida sp. y 
Clostridium sp., empiezan a colonizar hasta el punto de causar daños 
al huésped, tolerados en bajas concentraciones donde las baterías 
benéficas empiezan a disminuir. 
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2.2.4. Empleo y contaminación por antibióticos. 
 
Bavera et al. (2002),  Carro y Ranillas (2002), Borruel (2007) y Gatti 
(2013), refieren que el empleo del antibióticos aumentan la ganancia 
de peso y eficiencia de conversión, se agregan al alimento para 
minimizar las infecciones bacterianas secundarias y el control de 
abscesos hepáticos, comunes en engorde a corral. Los antibióticos 
como: clortetraciclina, oxitetraciclina, bacitracina y tilosina, bacitracina 
metil disalicilato y la colistina, son utilizados para promover el 
crecimiento y para la prevención de enfermedades en pollos de 
engorda y en cerdos. 
  
Torres (2002), García et al. (2012), Martínez (2010), SENASA (2015) 
y Caja et al. (2003), mencionan que los antibióticos como promotores 
de crecimiento se emplean en dosis subterapéuticas durante largos 
períodos de la vida del animal  
 
Según la Federación Europea para la Salud Animal es utilizada el 6% 
de antibióticos como promotor de crecimiento que producen una 
ganancia de peso estimada alrededor del 5% (Carro y Ranilla  2002). 
 
Martínez (2010) y Caja et al. (2003), básicamente dicen que los 
antibióticos como promotores, actúan modificando cuantitativa y 
cualitativamente la flora microbiana intestinal, provocando una 
disminución de los microorganismos causantes de enfermedades 
subclínicas. Actúan también reduciendo la flora normal que compite 
con el huésped por los nutrientes. Todo ello conduce a una mejora en 
la productividad, reduce la mortalidad de los animales pero los 
residuos son eliminados al medio. 
 
Pluske (2013), menciona que los promotores de crecimiento a base 
de farmacos, ZnO y CuSO4, nucleótidos y glutamina, tienen ventajas 
y desventajas, tambien acción microbicida sobre la flora microbiana 
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intestinal benéfica; produciendo metales pesados, los nucleótidos y 
glutamina, de reciente investigación, tienen costos elevados. 
 
FAO (2006) y Steven (1998), refieren que la resistencia bacteriana 
sigue al uso de antibióticos y que estos últimos son los que 
seleccionan los microorganismos resistentes y probablemente les 
permiten sobrevivir. 
 
2.2.5. Microrganismos benéficos. 
 
Steven (1998), Leroy y  De Vuyst (2004), Agudelo (2014), Parra 
(2010), Meng et al. (2010) y Rebolledo (2014), coinciden en reportar 
que las bacterias ácido lácticas mejoran el balance microbiano 
intestinal y son utilizados como probióticos, las más comúnmente 
utilizadas son Lactobacillus, Streptococcus y levaduras. 
 
2.2.6. Características de bacterias ácido lácticas (BAL). 
 
Guerra et al. (2007), Samaniego y Sosa (2000), Kim et al. (2012), 
Kurzak et al. (1998), Isakow et al. (2007) y Champagne et al. (2005), 
refieren, que las BAL son grupos de cepas que pueden ser autóctonas 
o alóctonas, cada una tiene características particulares y con diferente 
potencial beneficioso para la salud, los géneros más relevantes son: 
Streptococcus sp., Lactococcus sp., Lactobacillus sp., Leuconostoc 
sp., Pediococcus sp. y Bifidobacterium sp. 
 
Samaniego y Sosa (2000), Rebolledo (2014) y Guerra et al. (2007), 
mencionan que se encuentran otros géneros como Enterococcus y 
Saccharomyces pero la respuesta a la dosis suministrada aún no está 
claramente definida. 
 
Agudelo (2014) y Parra (2010), indican que estas bacterias viven en 
lugares restringidos, divididos por la utilización de la energía obtenida 
a partir del metabolismo de azúcares. 
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Gupta y Garg (2009) y Yao et al. (2011), reportan que las cepas 
bacterianas comerciales Lactobacillus casei shirota, Lactobacillus 
johnsonii NCC533 y Lactobacillus rhamnosus GG (descubierta en 
1985), tienen excelente capacidad de adhesión y son usadas 
tradicionalmente en la fermentación de productos lácteos, calificada 
de óptima para su uso como cepa probiótico. 
 
2.2.7. Actividad antibiótica de microorganismos. 
 
Looft et al. (2014), García et al. (2012), Collado y Sanz (2007) y Yao 
et al. (2011), manifiestan que los microorganismos beneficiosos son 
amistosos o beneficiosos y viables para permanecer en el tracto 
digestivo. 
 
Jiménez (2010), Macouzet (2014) y Gardiner et al. (2004), existen 
microorganismos llamados BAL con capacidad de impedir que los 
microorganismos patógenos (Salmonella y Escherichia coli) colonicen 
el tracto digestivo de cerdos. 
 
Existen microorganismos que producen sustancias extracelulares que 
mejoran el desempeño y la salud de cerdos, debido al efecto 
bactericida que poseen, los cuales pueden ser utilizados como 
probiótico con efecto antibiótico (Mora et al. 2011, Monrroy et al. 2009, 
Macouzet 2014, Newman et al. 2011 y García et al. 2012). 
 
2.2.8. Características de las bacteriocinas. 
 
Gatti (2013) y Rodríguez (2011), mencionan que las bacteriocinas se 
utilizan para excluir patógenos, mejorar la digestibilidad e incrementar 
la actividad inmunológica de muchas especies animales y son 
ampliamente utilizadas en la cría de cerdos, aves y organismos 
acuáticos. 
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Amado et al. (2012), Torres (2002), Gatti (2013), Rodríguez (2011) y 
Bravo et al. (2009), refieren que las bacteriocinas son sustancias 
producidas por bacterias probióticas (inhibidores sintetizados por las 
cepas) que tienen efecto benéficos alternativos para contrarrestar el 
uso de químicos y antibióticos en la alimentación. Pueden servir como 
barreras antimicrobianas y ayudar a reducir los niveles de 
microorganismos patógenos, con diferentes espectros de inhibición. 
 
Karpinski y Szkaaradkiewicz (2015) y Casaburi et al. (2016), 
mencionan que un probiótico con bacteriocina debe reunir las 
siguientes características: las cepas utilizadas en los probiótico deben 
tener propiedades bioterapéuticas, no ser patógenas, no ir asociadas 
con enfermedades infecciosa y/o trastornos gastrointestinales, 
producir componentes antimicrobianos, prevenir y tratar 
enfermedades infecciosas, poseen efectos antimicrobianos. 
 
Casaburi et al. (2016), consideran que las bacteriocinas tienen acción 
contra infecciones ocasionadas por bacterias entero-patógenas como 
Clostridium sp., Salmonella sp. y Candida albicans, los cuales, 
provocan desórdenes y alteraciones en el tránsito intestinal. 
 
2.2.9. Probióticos en cerdos. 
 
Macouzet (2014), menciona que son las cepas BAL las que alteran 
favorablemente la flora bacteriana, la mayoría de probióticos 
comerciales tiene muy baja o una nula eficiencia en el aumento de la 
producción animal, considerando que estos probióticos adquiridos 
proceden de otras regiones geográficas o incluso de otras especies 
de animales. 
 
De Lange et al. (2010), Kim et al. (2012), Oliveira y Gonzáles (2007), 
García et al. (2012)  y Hong et al. (2011), refieren que actualmente se 
busca aislar probióticos de una especie determinada, e introducirlo a 
la misma especie, usándolos como suplemento alimenticio. 
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Alternativa terapéutica no farmacológica para el manejo de cuadros 
de diarrea en cerdos en lactación y destete, lo que mejora su salud 
gastrointestinal con actividad inmune moduladora, protección de 
enterocitos de la acción de entero-patógenos. 
 
Macouzet (2014), indica que la inclusión de una serie de cultivos vivos 
de una o varias especies microbianas, llamados probióticos, la 
mayoría pertenecen a especies Lactobacillus, Enterococcus y 
Bacillus, aunque también se utilizan levaduras (Saccharomyces 
cerevisiae) y hongos, provocan efectos beneficiosos modificando la 
población microbiana de su tracto digestivo 
 
2.2.10. Efectos adversos provocados por el uso de probióticos. 
 
García et al. (2012) reportan que el uso de dosis 10 veces superiores 
a las recomendadas y comprobada en estudios histológicos, 
hematológicos, química sanguínea, peso de órganos y el resto de 
análisis sanitarios, realizados en animales, demuestran que no hay 
reacciones adversas. Pruebas clínicas en humanos, a largo plazo, 
indican que el consumo de probiótico en la dieta no produce efectos 
adversos de ningún tipo. 
 
2.2.11. Patógenos en cerdos. 
 
Vélez (2014) y López-Álvarez (1976), menciona que la Salmonella 
thipymurium es un bacilo Gram negativo de la familia Enterobacteriae, 
habita el intestino humano o animal de sangre caliente, de transmisión 
oral-fecal, causa infección gastrointestinal conocida como 
salmonelosis. En los casos más graves, la infección puede extenderse 
del intestino al torrente sanguíneo y de allí a cualquier parte del 
cuerpo, pudiendo causar la muerte. 
 
En cerdos entre el destete y los cuatro meses de edad se generan 
graves diarreas hasta el deceso del animal, siendo la Salmonella 
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Thipymurium, Clostridium perfringens y Candida albicans, 
microorganismos patógenos en cerdos que se encuentran en los 
sistemas de crianza intensivos produciendo un desequilibrio de la 
microbiota intestinal y causando grandes pérdidas económicas (Vélez 
2014, Metzler-Zebeli et al. 2010, Pluske 2013 y Konstantinov et al. 
2006). 
 
Las cepas de E. coli capaces de producir enfermedad se hallan en el 
último tramo del tubo intestinal y abundan en los ambientes ocupados 
por los animales, las enfermedades producidas por E. coli en granja 
afectan a los recién nacidos, pero no exclusivamente. La transmisión 
tiene lugar por la vía fecal-oral, las cepas de E. coli que producen 
adhesinas del yeyuno y del íleon, se encuentran en las seis primeras 
semanas de vida, estas cepas aumentan con el estrés por causas de 
origen alimentario, social o físico (López-Álvarez 1976, Córdova 1993, 
Castillo 2000, Larsson et al. 2014, Jiménez 2010 y Metzler-Zebeli  et 
al. 2010). 
 
2.2.12. Secuenciación de ADN. 
 
El ADN está definida por la ordenación o secuencia de las bases 
nitrogenadas en la cadena de polinucleótidos, residiendo 
precisamente en esta secuencia de bases, la información genética del 
ADN (Luque y Herraez 2006 y Vivanco 2007). 
 
La secuenciación del ADN es un conjunto de métodos y técnicas 
bioquímicas cuya finalidad es la determinación del orden de los 
nucleótidos (A, C, G y T) en un oligonucleótido de ADN. La secuencia 
de ADN constituye la información genética heredable del núcleo 
celular, que forman la base de los programas de desarrollo de los 
seres vivos (Luque y Herraez 2006). 
 
Es útil en el estudio de la investigación básica de los procesos 
biológicos fundamentales. Las técnicas actuales permiten realizar 
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esta secuenciación a gran velocidad, lo cual ha sido de gran 
importancia para proyectos de secuenciación a gran escala como el 
Proyecto genoma humano (Collado y Sanz 2007 y Espinoza 2015). 
 
2.2.13. Técnicas basadas en la Reacción en Cadena de Polimerasa 
(PCR). 
 
PCR se basa en el mecanismo de la replicación enzimática  in vivo 
del ADN: el ADN bicatenario se desenrolla y pasa a ADN 
monocatenario, se duplica y se vuelve a enrollar. Esta técnica consiste 
en ciclos repetitivos de desnaturalización del ADN por fusión a 
temperatura elevada; unión (anillamiento) de dos oligonucleótidos, 
utilizados como cebadores; extensión de la cadena de ADN por 
adición de nucleótidos a partir de los cebadores utilizando ADN 
polimerasa como catalizador, en presencia de iones Mg2+, se refiere 
a la producción de una o más copias de un fragmento genético o 
secuencia, se le llama Amplicón (Tamay 2013 y Luque y Herraez 
2006). 
 
Song et al. (2012), plantea que esta técnica es usada para la 
detección de bacterias presentes en bajo número, es la capacidad de 
amplificar cantidades muy pequeñas de DNA. 
 
Collado y Sanz (2007) y Espinoza (2015), menciona que es posible 
amplificar un gen o una parte de un gen de un número limitado de 
células de la secuencia de ADN. 
 
La forma de verificación de los productos de PCR es la electroforesis, 
constituye parte importante del procedimiento rutinario del análisis de 
los ácidos nucleicos y proteínas. El principio de la electroforesis 
consiste en la migración de las moléculas a través de un gel u otro 
tipo de matriz de naturaleza porosa, en el cual, por acción de un 
campo eléctrico, serán separadas de acuerdo a su tamaño o peso 
molecular (Luque y Herraez 2006). 
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2.3. Definición de términos básicos. 
 
2.3.1. Biotecnología molecular. 
“Se trata de un grupo de tecnologías que comparten dos 
características comunes, que trabajan con células vivas y sus 
moléculas y que tienen una amplia gama de usos prácticos para 
mejorar nuestras vidas” (Maldonado et al. 2002, 10). 
 
2.3.2. Aislamiento bacteriano. 
“Purificación e identificación de un determinado organismo del resto 
de ellos, es el aislamiento que se realiza para obtener cultivos puros 
de bacterias” (Ruangpan y Tendencia 2004, 5). 
 
2.3.3. Proteómica. 
“Estudio y caracterización del conjunto de proteínas  expresadas de 
un genoma (proteoma)” (Bou et 2011, 606). 
 
2.3.4. Probiótico.  
“Actualmente el término probiótico hace referencia a un preparado o 
a un producto que contiene cepas de microorganismos viables en 
cantidad suficiente como para alterar la microflora en algún 
compartimento del huésped (por implantación o colonización) y que 
produce efectos beneficiosos en dicho huésped” (Oliveira y Gonzáles  
2007, 27) 
 
2.3.5. Bacterias ácido lácticas. 
“Grupo de bacterias relacionadas entre sí que producen ácido láctico 
como principal metabolito, debido a su actividad metabólica de 
proteínas, azúcares y lípidos, estas sustancias contribuyen a la 
digestibilidad del alimento y producen inhibición de organismos 
patógenos” (Parra 2010, 94). 
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2.3.6. Bacteriocinas. 
“Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos producidos por un 
gran número de bacterias, incluyendo las del grupo BAL. 
Normalmente actúan contra microorganismos no deseados” (Agudelo 
2014, 188). 
 
2.3.7. Antagonismo. 
“Se da cuando una población microbiana produce una sustancia que 
es inhibidora para otras poblaciones” (Atlas et al. 2002, 82). 
 
2.3.8. Halos de inhibición. 
“Es una medida de la potencia del antibiótico frente al germen, zona 
donde no se produce crecimiento bacteriano en una placa de agar 
inoculada con el germen” (Vélez 2014, 1). 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS. 
 
3.1. Localidad y periodo de ejecución. 
 
El estudio se realizó mediante la obtención de muestras en campo y el 
análisis en laboratorio. En la fase de campo se tomaron dos puntos 
colectando muestras de un lechón en cada uno de ellos. El primero se ubicó 
en Los Cedros, distrito de San Pedro de Los Incas (Corrales) 
geográficamente ubicado a 3°36'58,24" S 80°31'49,75" O y la otra en 
cercado de Tumbes, ubicado 3°35'12,96" S 80°26'45,15" O (Figura 1). 
 
La segunda fase se desarrolló en la Universidad Nacional de Tumbes, tanto 
en el Laboratorio de Biología Molecular, Departamento de Biología, Escuela 
de Enfermería de la Facultad de Ciencias de la Salud, donde se llevaron a 
cabo los aislamientos, análisis microbiológicos y moleculares; el análisis de 
proteómica se realizó en laboratorio de Biotecnología Molecular de la 
Facultad de Ingeniería Pesquería y Ciencias del Mar. 
 
El trabajo se realizó durante los meses de octubre a diciembre del 2015 y 
enero a setiembre del 2016. 
 
 
Figura 1. Ubicación de los lugares de la toma de muestra y trabajo 
experimental (Imagen Google Hearth 2015). 
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3.2. Tipo de estudio y diseño de investigación. 
 
De acuerdo a su fin, la investigación fue aplicada, con enfoque de tipo 
descriptiva que permitió la identificación y caracterización de las bacterias 
asociadas a diferentes regiones del tracto digestivo del lechón (Sabino 
1996). 
 
De acuerdo al diseño de contrastación, fue experimental, Sabino (1996), 
porque permitió medir, comparar y predecir las propiedades antagónicas 
de BAL frente a dos patógenos del cerdo como variable dependiente, según 
los halos de inhibición generados en tres pruebas de enfrentamiento 
conocidos como  método directo, método pocillo de extracto bacteriano sin 
neutralizar (acción ácida) y método pocillo con extracto bacteriano 
neutralizado (bacteriocinas). 
 
3.3. Población, muestra y muestreo. 
 
3.3.1. Población. 
 
Determinada por las bacterias presentes en diferentes regiones del 
tracto digestivo de dos lechones (seleccionados al azar de dos 
corrales con 12 animales en cada punto de muestreo), los lechones 
fueron de 42 días de edad (lechón uno) y de 39 días de edad lechón 
dos, estos fueron animales de traspatio, cruzados de la raza 
Landrase/yorkshire (50/50), ambos sanos con siete días pos destete, 
donde los días de destete varían según el criador y cuatro lechones 
pos destetados con cuadros de diarrea (para patógenos). Los 
lechones fueron alimentados con balanceado a base de maíz, soya 
y polvillo sin antibióticos. 
 
3.3.2. Muestra. 
 
Estuvo conformado por bacterias con características ácido lácticas 
presentes en diferentes regiones del tracto digestivo del lechón. 
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3.3.3. Muestreo 
 
Se realizó laparotomía con hisopado de   
En ambos lechones se realizó mediante laparotomía y recojo de 
muestras mediante hisopado, cumpliendo con los estándares de 
ética (Anexo 1), en diferentes regiones del tracto digestivo del 
lechón, del estómago (E), estómago esófago (EE), duodeno (D), 
yeyuno (Y), íleon (I), ciego (C) y colon (Co) de animales sanos y del 
recto de otros lechones con heces fluidas sin tratamiento (animales 
con cuadros diarreicos de diferente corral.Para el proceso quirúrgico 
se utilizó la ketamina como anestésico disociativo (para evitar el 
estrés), en dosis de 3 mg por kilogramo de peso vivo, vía intravenosa 
en la vena tibial medial. 
 
3.4. Métodos, técnicas e instrumentos de recolección de datos. 
 
El desarrollo de cada fase (campo y laboratorio), comprendió: 
 
3.4.1. Fase de campo.  
 
Toma de muestras para obtener bacterias nativas. 
 
Se tomaron muestras por laparotomía que consistió en la apertura 
de la cavidad abdominal y revisión directa de los órganos 
abdominales, se decidió el tipo de intervención como tomas biopsia 
requiriendo anestesia, que fue valorada y administrada por el 
veterinario  cumpliendo con código de ética veterinario (anexo 1). 
Recojo de muestras mediante raspado de la mucosa con hisopos 
estériles previamente autoclavados, obteniendo 35 muestras de un 
primer lechón, de diferentes partes del tracto digestivo, extraídas 
seis del estómago (E), seis del estómago-esófago (EE), dos del 
duodeno ( D), cinco del yeyuno (Y), cuatro del íleon (I), seis del ciego 
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(C) y seis del colon (Co); y del segundo lechón se obtuvieron 39 
muestras del estómago-esófago (EE), tres del estómago (E), cuatro 
del duodeno (D), siete del yeyuno (Y), seis del íleon (I), tres del ciego 
(C) y 10 del colon (Co). Figura 2. 
 
             
 
 
Figura 2. Lechón para extracción de bacterias: a) Aplicación de 
anestésico. b) Toma de muestra estómago. c) Toma de muestra 
duodeno. e) Colección de muestras. 
 
3.4.2. Fase de laboratorio.  
 
Se realizó el correspondiente aislamiento, caracterización 
morfológica y bioquímica de BAL de los lechones sanos y patógenos 
del lechón con diarrea, procesamiento, análisis e identificación 
molecular (extracción del ADN), pruebas de antagonismo e 
identificación de proteínas. 
 
 
 
 
a b 
c 
d 
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a. Aislamiento de cepas bacterianas del lechón sano.  
 
Las muestras obtenidas de diferentes regiones del tracto digestivo 
del lechón (para ambos lechones por igual), fueron transportadas 
en tubos Falcon de 50 ml conteniendo caldo Man, Rogosa y 
Sharpe (MRS) medio para bacterias ácido lácticas con un            
pH: 5 - 6 y a temperatura ambiente. 
 
Los sobrenadantes obtenidos en los tubos Falcon que contenían 
las muestras, fueron utilizados como soluciones madre para 
realizar diluciones decimales (1/5, 1/10 y 1/20), las cuales fueron 
depositadas en tubos Eppendorf. 
 
b. Identificación morfológica de BAL. 
 
Paralelamente se realizó la preparación de los medios de cultivo 
en placas Petri, donde se depositó 75 µl de cada dilución de las 
muestras anteriores, se sembraron por estría en agar MRS 
suplementada con azul de anilina (0,012%) y con la ayuda de una 
hasa metálica esteril se extendió por toda la placa. 
 
Las placas fueron expuestas a temperatura ambiente por               
24 horas, para promover el desarrollo de microorganismos. Luego 
se prepararon diluciones seriadas hasta 20-2 y fueron sembradas 
posteriormente por superficie en placas Petri con agar MRS a pH 
6,5. Se hicieron  purificaciones consecutivas en agar MRS+bacto 
agar hasta obtener bacterias puras. Figura 3. 
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Figura 3. a) Muestras. b) Pre-selección de BAL sembradas en 
MRS con azul de anilina.  c) Selección de BAL en MRS. 
 
Se realizó la evaluación de BAL por el método de Yimin et al. 
(2005), también se complementó con pruebas de tinción 
(coloración Gram) y formación de esporas.  
 
c. Caracterización bioquímica de BAL. 
 
Se basó en la identificación de las reacciones metabólicas y 
enzimáticas de las bacterias viables como son oxidación, catalasa 
y presencia de gas, también se sometieron a condiciones 
semejantes a las características del tracto intestinal por tolerancia 
a la acidez, sales y bilis, donde se probaron concentraciones de 
1%, 5% y 10% de sales biliares, cloruro de sodio 5%, 10% y 18%  
y pH de 2,5; 3,5 y 4,5. Todas las BAL obtenidas fueron sometidas 
al método aplicado por García el at. (2012). Figura 4 
 
b a 
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Figura 4. Pruebas bioquímicas: a) Catalasa negativa. b) y c) 
Oxidasa negativa. d) Presencia de CO2. e) Prueba de resistencia 
a sales biliares. f) y g) Prueba resistencia al cloruro de sodio y pH 
de las BAL. h) Tinción Gram. 
 
Para calificar estas bacterias como BAL debieron pasar las 
pruebas  bioquímicas de: catalasa negativa (BAL no tiene enzima 
que degradan el peróxido de hidrógeno); que sean oxidasa 
negativa (las BAL no son aeróbicas por lo que no necesitan en su 
metabolismo oxígeno); producción de CO2 (no produzcan gases) 
fundamentadas en la acción metabólica de azúcares por las BAL, 
coloración Gram positivas y presencia de esporas negativa, estas 
cepas obtenidas fueron conservadas en tubos con agar MRS 
inclinado a 4 °C y congeladas a -20 °C en caldo MRS 
suplementado con 30% de glicerol. 
 
 
a c 
d e 
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d. Aislamiento e identificación de cepas patógenas. 
 
Las muestras se obtuvieron de la parte final del recto del lechón 
con síntomas de diarrea sin tratamiento (animales de diferente 
corral), fueron transportadas en tubos Falcon de 50 ml 
conteniendo como medio líquido caldo Brain Heart Infusión (BHI) 
agar, a temperatura ambiente para bacterias Escherichia y 
Shigella. 
 
Para aislar las bacterias patógenas se utilizaron medios 
específicos: Para encontrar Escherichia: agar Eosina azul de 
metileno, para Salmonella y/o Shigella: agar Salmonella Shigella. 
 
Los sobrenadantes contenidos en los tubos Falcon, fueron 
utilizados como soluciones madre para realizar diluciones 
decimales, las cuales fueron depositadas en tubos Eppendorf. 
 
Paralelamente se agregaron los medios de cultivo en placas Petri, 
se sembraron por estría en agar McConkey (recomendada para 
aislar selectivamente bacilos Gram negativos y entéricos) y con la 
ayuda de un esparcidor metálico autoclavado se extendió por toda 
la placa. 
 
Las placas fueron dejadas a temperaturas entre 37 °C a 40 °C por 
un período de 24 horas, para el desarrollo de microorganismos. 
Luego se realizaron diluciones seriadas hasta 20-2 y fueron 
sembradas posteriormente por superficie en placas de Petri con 
agar Müeller Hinton (recomendados para pruebas de 
sensibilidad). Figura 5. 
 
38 
 
 
Figura 5. Extracción de bacterias patógenas: a) Muestra de 
excretas. b) Colonias verde plateadas de Escherichia en agar 
específico. c) y d) Colonias rosado y negra en medio especifico 
Salmonella Shigella. e) Observación de bacterias con tinción 
Gram negativo. 
 
 
e. Extracción, amplificación, verificación de ADN e 
identificación molecular mediante secuenciación del gen 16S 
ARNr. 
 
- Extracción de ADN. 
Las extracciones de ácidos nucleicos se realizaron utilizando el 
método estándar CTAB-DTAB (Gustincich et al. 1991, adaptado 
para células bacterianas según Dulanto 2013). 
 
Inicialmente las cepas bacterianas fueron sembradas en tubos de 
vidrio con 10 ml de caldo Tripticasa Soya (TSB) e incubadas de 
28 a 30 ºC por 24 horas. Se tomó 1 ml de la suspensión bacteriana 
y se incorporó en un microtubo de 1,5 ml de volumen, se 
centrifugó a 13 000 rpm durante 5 minutos, se eliminó el 
sobrenadante quedando el pellet (biomasa de células) y 
posteriormente se pesó en una balanza analítica (15 a 25 mg) en 
balanza de 200 gramos con una sensibilidad de 0,1 mg. 
a b 
d e c 
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Al microtubo con el pellets, se le agregó 600 μl de solución DTAB 
(dodeciltrimetilamonio bromuro 8%, NaCl 1,5 M, Tris HCl 100 mM 
pH 8,8 y EDTA 50 mM) y con ayuda de micropistilos plásticos se 
homogenizó contribuyendo a la lisis celular, se incubó a 75 °C por      
15 minutos y se mezcló con el vortex por 20 segundos. 
 
Se adicionó 700 μl de cloroformo HPLC y se mezcló nuevamente 
en vortex por 20 segundos, se centrifugó a 13 000 rpm durante    
5 minutos y se transfirió 250 μl del sobrenadante a otro microtubo 
que contenía previamente 100 μl de solución CTAB (5% 
cetiltrimetilamonio bromuro, 0,4 M NaCl) y 900 μl de agua 
destilada. 
 
Este nuevo microtubo con su contenido se incubó a 75° C durante 
5 minutos y se centrifugó a 13 000 rpm durante 10 minutos. 
Inmediatamente, se separó el sobrenadante y se resuspendió el 
ADN con 150 μl de solución disolvente (NaCl 1,2 M) incubándose 
a 75 °C durante       5 minutos, se centrifugó a 13 000 rpm durante 
5 minutos, luego se transfirió 150 μl de la solución a un nuevo 
microtubo que previamente contenía 300 μl de etanol absoluto. 
Esta solución del microtubo fue mezclado con el vortex por 20 
segundos y se centrifugó a 13 000 rpm durante 5 minutos. Se 
eliminó el sobrenadante cuidando de no perder el pellet de ADN y 
se agregó 500 μl de etanol al 75% para lavar el ADN y finalmente, 
el ADN fue resuspendido con 200 μl de solución tampón TE (Tris 
10 mM- EDTA 1 mM) y almacenado a - 20 °C. 
 
- Amplificación del ADN por PCR. 
Para amplificar la región 16S ARNr, se utilizó los cebadores 
universales 518F (5´ AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 3´) y 
1510R (5´ GGC TAC CTT GTT ACG A 3´) técnica descritos por 
Weisburg y seguida por Alfaro et al. (2010). El volumen final de 
cada reacción fue 20 μl, constituida por 2 μl de buffer Taq 10X, 
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1,5 mM de MgCl2, 0,2 mM de cada dNTPs (100 mM), 1 U de Taq 
ADN polimerasa, 10 pmol de cada cebador y 2 μl de ADN extraído. 
La PCR se realizó en un termociclador (Eppendorf Mastercycler 
Personal), programado en un ciclo de 94 °C por 5 minutos, 
seguido de 30 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 55 °C por 1 minuto y 
72 °C por 2 minutos y una extensión final a 72 °C por 5 minutos. 
 
- Verificación del ADN por electroforesis y secuenciación.  
Para la electroforesis se utilizó 10 μl de cada producto de 
amplificación, los cuales fueron migrados en gel de agarosa al 1% 
con tampón de migración TAE 1X, la migración se realizó a         
120 voltios durante 20 minutos; paralelamente se hizo migrar un 
marcador de peso molecular de 100 a 1 000 pares de bases (pb), 
posteriormente los geles fueron visualizados utilizando un 
transiluminador UV y fotografiados con cámara digital. 
 
 
Figura 6. Extracción de ADN: a) Lisis de células. b) 
Centrifugación. c) Termociclador. d) ADN extraído. f) 
Electroforesis de las BAL. 
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- Identificación de la secuenciación genómica 
Para la secuenciación se utilizó 10 μl de los productos obtenidos 
por amplificación en la PCR los cuales fueron colocados en 
microtubos de 0,2 ml, además, se preparó en microtubos de        
0,2 ml porciones de 5 μl de cada cebador universales para el gen 
16S ARNr, estas fueron empacadas y enviadas a la empresa 
Macrogen de Korea, para realizar la secuenciación de las dos 
cadenas de cada producto amplificado (Figura 6). 
 
f. Actividad antibiótica de las bacterias según los métodos de 
inhibición utilizados. 
Consistió en la determinación de antagonismo expresado 
mediante los promedios de halos de inhibición formados, se 
compararon entre si los resultados de la actividad antimicrobiana 
de cada método y la actividad de cada BAL contra dos patógenos. 
 
Para la determinación de bacterias con características 
antibacterianas se utilizaron las BAL encontradas e identificadas 
en el tracto digestivo del lechón sano, contra dos patógenos, 
Escherichia fergusonii y Shigella sonnei, aislados e identificados 
del lechón con diarrea (Ruangpan y Tendencia 2004, Klose et al. 
2010 y Nodarse 1998),  según los métodos: método directo, 
método pocillo de extracto bacteriano sin neutralizar (acción 
ácida) y método pocillo con extracto bacteriano neutralizado 
(acción bacteriocina) según (Vélez 2014, Amado et al. 2012, 
Nodarse 1998 y Ramírez y Castaño 2009). 
 
g. Pruebas de inhibición bacteriana por el método  de 
enfrentamiento directo. 
 
Se utilizó el método de inhibición, según Vélez (2014), Chythanya 
et al. (2002),  Nodarse et al. (1998) y Ramírez y Castaño (2009), 
en el cual el enfrentamiento es directo, donde se disponen discos 
impregnado con BAL (6 mm de diámetro, sembradas en agar 
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MRS y después de 48 horas de incubación), en placas con agar 
Müeller Hinton, donde se encontraron las cepas bacterianas 
patógenas aisladas del tracto digestivo del lechón, sembradas por 
extensión.  
 
h. Pruebas de inhibición bacteriana por el método de difusión 
en pocillo con extracto bacteriano. 
 
Para descartar el efecto inhibitorio por competición de nutrientes 
entre la BAL y bacteria patógena, se realizó una prueba final 
utilizando el método de difusión en pozo o pocillo (Montuille et al. 
1999,  reportado por Vélez 2014). 
 
Se perforaron hoyos de 6 mm en placas con agar Müeller Hinton 
previamente sembrado por superficie con bacterias patógenas 
aisladas del tracto intestinal de cerdos con diarrea, donde se 
incorporaron dos métodos: 
 
- Extracto sin neutralizar (acción ácida), el extracto se obtiene de 
la misma forma del anterior y se diferencia por que no se aplicó el 
neutralizador y considerado como sin neutralizar (presencia de 
acidez producida por los ácidos orgánicos). A cada pocillo 
preparado se agregó 50 l de cada uno de los extractos y se 
procedió a incubar por 24 horas a 40 ºC. 
 
- Extracto neutralizado (acción bacteriocinas), donde al extracto 
de cultivo líquido de BAL (48 horas de cultivo) libre de células 
bacterianas (por centrifugación a 10 000 rpm por 15 minutos) se 
neutralizó con NaOH, 5 M (eliminando el efecto ácido, quedando 
la presencia de bacteriocinas) (Figura 7). 
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Figura 7.Preparación de pruebas de antagonismo: a) Extracción 
de discos de agar. b) agar Müeller Hinton para patógeno. c) 
Discos bacterianos directos. d) Extracto bacteriano. e) 
Neutralización del extracto bacteriano. f) Pocillo para extracto 
bacteriano. g) Medición de halos de inhibición. 
 
La cantidad de halos de inhibición y tamaño (zonas claras 
alrededor del disco), demostraron la actividad antibacteriana de 
las cepas aisladas, se tomaron datos de la medida de los 
diámetros de los halos de inhibición 
i. Extracción de proteínas bacterianas.  
 
Es importante considerar que en esta metodología el protocolo 
permitió la extracción de las proteínas directamente de las 
bacterias (Protocolo fabricante de Kit). 
 
Las cepas bacterianas fueron sembradas en tubos de vidrio con 
10 ml Caldo Tripticasa Soya (TSB) e incubadas a 28-30 ºC por   
24 horas, se tomó 1 ml de la suspensión bacteriana a un 
microtubo de 1,5 ml de volumen y se centrifugó la solución 
bacteriana a 1 000 rpm por 10 minutos, donde se incubó el pellet 
a b c 
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de 0 a -20 °C por 15 minutos y se agregó 10 μl de buffer (buffer 
de lisis: lisozimas 10 μl, buffer nativo 1 ml), se agitó con vortex por 
30 segundos y se mezcló durante dos minutos, se volvió a incubar 
a -30 °C por 30 minutos, luego se centrifugó a 1 400 rpm por         
20 minutos. 
 
Para recuperar 45 μl aproximadamente del sobrenadante; se 
tomó 20 μl de lo recuperado y se agregó a un micro tubo de          
1,5 ml de volumen, se agregó el mismo volumen de buffer de 
carga (20 μl) y se incubó a 95 °C por 5 minutos. 
 
Se utilizó 20 μl de producto para la migración en el gel de 
poliacriloamida SDS-PAGE, método comúnmente aplicado para 
proteínas, PAGE = polyacrylamide gel electrophoresis, en 
presencia del detergente aniónico dodecilsulfato sódico (SDS). 
Para ello se preparó un gel en placa vertical, para migrar a             
90 voltios por 2 a 3 horas. 
 
Se recuperó el gel, se rehidrató, en una bandeja con agua 
bidestilada (5 a 30 minutos), posteriormente se agregó la solución 
de fijación por 30 a 40 minutos, luego se eliminó la solución y se 
agregó la solución de tinción: 0,2% coomassie blue (colorante 
para proteínas), metanol/agua al 50% (v/v), ácido acético al 10%, 
durante 30 minutos, se procedió a lavar con agua destilada  y se 
almacenó el gel en agua destilada en refrigeración de 3 a               
12 horas. 
 
Se procedió al lavado final donde se agregó la solución de lavado: 
metanol/agua al 50% (v/v), ácido acético al 10% durante una o 
dos horas. Cuando el fondo del gel quedó sin rasgos del tinte, se 
adicionó agua destilada y se procedió al corte de las bandas, 
recuperándose aquellas de interés. 
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Estas bandas se sometieron al método de  digestión con tripsina 
teniendo como referencia pesos moleculares aproximados entre 
2 500 a 2 900 kD, la solución utilizada en el protocolo, buffer de 
reducción: 100 mM de DTT,  buffer de alquilación: 100 mM de 
Iodoacetamide,  buffer de digestión: 50 mM de bi-carbonato de 
amonio en agua (pH 8,0) y Tripsina 0,1 μg/μl. 
 
Se adicionó 15 μl de buffer de digestión en un tubo de 0,2 ml, 
luego 1,5 μl de buffer de reducción y 10 μl de muestra, luego se 
agregó 5 μl de agua grado HPLC (high pressure liquid 
chromatography)  para completar un volumen de 27 μl final y se 
llevó a incubación a 95 °C durante 5 minutos, se dejó enfriar y se 
envolvieron los tubos con papel aluminio para el proceso de 
alquilación donde se adicionó 3 μl de buffer de alquilación, se dejó 
Incubar a temperatura ambiente durante 20 minutos, en 
oscuridad, para luego adicionar 2 μl de tripsina a cada muestra y 
llevándolo a incubación a 37 °C durante toda la noche, para 
detener la acción de la tripsina se adicionó 5 μl de 20% de TFA 
(Ácido trifluoroacético). 
 
Para el proceso de lectura de la proteómica se realizó mediante 
la técnica de espectrofotometría de masa por el método de 
desorción/ionización por láser asistida por la matriz, doble vuelo, 
con equipo MALDI TOF TOF, se procedió  a añadir 0,5 μl del 
estándar de péptidos (entre 250 y 500 moles de péptido) en los 
pocillos 5 y 15 (la calibración del pocillo 5 se utilizó para las 
muestras 1 a 10 y la del pocillo 15 para las muestras 11 a 20).  
 
Las muestras digeridas  se repartieron en el resto de los pocillos 
de la placa matriz del MALDI TOF TOF, una vez secas todas las 
muestras, se añadió 0,5 μl de matriz saturada a cada uno de los 
pocillos, esperando a que la matriz se seque. 
 
46 
Se introdujo la matriz en el porta muestras del MALDI TOF TOF y 
se inició el proceso de disparo láser a las muestras estándares y 
de los péptidos, se guardó en memoria los ficheros de calibración 
(Figura 8). 
 
 
 
Figura 8. Extracción de proteinas bacterianas: a) Digestión directa 
con Kit. b) Pellet de digestión. c) Migración en gel poliacriloamida. 
d) Recuperación de gel. e) Gel de barras con proteína. f) Matriz 
de ploteo. g) Lectura en MALDI TOF TOF. 
 
Se construyó una lista de pesos moleculares de péptidos de 
proteína supuesta en la base de datos, tomadas como referencia  
el peso molecular de las bandas seleccionado del gel digerido, 
utilizando alguno de los buscadores accesibles a través de 
Internet complementario al equipo MALDI TOF TOF, se intenta 
identificar la proteína a partir del mapa de péptidos. 
 
El peso molecular y el número de péptidos identificados se utilizan 
como criterios de identificación de las proteínas donde se 
comparó inicialmente la familia bacillae y luego con lactobacilos. 
 
Obtenidas las secuencias de péptidos de cada producto digerido, 
éstas fueron alineadas con el software libre MEGA 6 y 
a b c 
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comparadas posteriormente con las secuencias de 16S ARNr que 
se encuentra en la base de datos de acceso público del GenBank 
mediante el software libre BLAST, Basic Local Alignment Search 
Tool (2016). 
 
3.5. Procesamiento y análisis de datos. 
 
Los datos fueron registrados en una hoja electrónica y se procesaron con 
el programa estadístico Excel; las pruebas de análisis de datos aplicadas 
fueron para las comparaciones de los diámetros de los halos de inhibición 
de las pruebas de antagonismo de las BAL frente a dos patógenos aislados 
del cerdo, en diferentes métodos de enfrentamiento. Se utilizó el Análisis 
de Varianza y prueba de Duncan (α = 0,05) aplicado para todas las 
comparaciones (Kuehl 2001). 
 
El análisis de las secuencias obtenidas, por microbiología molecular, de las 
bacterias cultivables, se realizó mediante el uso de una herramienta de 
acceso libre en el internet llamada Basic Local Alignment Search Tool 
(BLAST) que se enlaza con el Centro Nacional para la Información 
Biotecnológica (NCBI), quien tiene a disposición las secuencias génicas de 
los organismos existentes, y al cual se accesó mediante el siguiente enlace: 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/ 
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4. RESULTADOS. 
 
4.1. Aislamiento, identificación morfológica y caracterización bioquímica 
de bacterias de BAL cultivables asociadas al tracto digestivo de 
lechón. 
 
En la Tabla 1 se observan la identificación y caracterización de BAL 
cultivables para su selección: la cual indica que el lechón uno, presentó 
32 colonias de bacterias  con características de BAL, según el medio de 
cultivo con MRS + azul de anilina al 0,012% y el lechón dos, mostro 35 
colonias con características BAL, según el medio de cultivo con MRS + 
azul de anilina al 0,012%.  
 
Por otro lado, según las características morfológicas, 16 podrían ser BAL 
del lechón 1, mientras 23 serían BAL en el lechón 2, en la caracterización 
bioquímica se obtuvieron 9 y 21 BAL y por pruebas de resistencia con 
sales biliares, pH y NaCl, quedaron 9 y 15 BAL en el lechón uno y dos 
respectivamente. 
 
Según las pruebas de antagonismo, como producto final se obtuvieron 
dos BAL del primer lechón (estómago) y en el segundo lechón (dos cepas 
estómago, cuatro en el yeyuno y uno en colon) las cuales presentaron 
capacidad antibiótica, al presentar halos de inhibición en las pruebas de 
antagonismo frente a dos patógenos del lechón.  
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Tabla 1. Identificación y caracterización de BAL cultivables asociadas al 
tracto digestivo del lechón y su actividad 
 
 
 
En la Tabla 2, se observa la caracterización morfológica y bioquímica de 
las BAL, donde se encontró: 
 
Por la especificidad del medio, todas las colonias se tiñen de azul, 
características propias de las BAL, además se observó que todas fueron 
Gram positivas. 
 
También se observó que en las pruebas bioquímicas, todas ellas tuvieron 
reacción negativa para la prueba de catalasa, oxidasa y CO2 (excepto BAL 
9, que produjo CO2), todas producen acidez, tienen pH que van de 3,75 a 
5,74,  presentaron resistencia a las sales biliares al 1% (excepto la BAL 10 
y 14) y se mantuvieron viables en pH de 4,5, para el NaCl al 5% no 
presentaron resistencia las BAL 1, 2 y 9. 
 
 
 
 
Viabilidad de 
Número 
de lechón
Región del tracto 
digestivo
Muestras 
iniciales 
recogidas
MRS +  azul de 
anilina (0,012%) 
Caracterización 
morfológica
Caracterización 
Bioquímica
Resistencia, 
NaCl, pH, 
Sales Bilires
Pruebas de 
antagonismo
1 Estomago esof (EE) 6 6 6 6 6
1 Estomago (E) 6 2 2 1 1 2
1 Duodeno (D) 2 4
1 Yeyeuno (Y) 5 5
1 Ileon (I) 4 4 1
1 Ciego  (C) 6 5 2 1 1
1 Colon (Co) 6 6 5 1 1
2 Estomago esof (EE) 3 3 3 4 4 2
2 Estomago (E) 3 1
2 Duodeno (D) 4 4 3 3 1
2 Yeyeuno (Y) 7 6 4 4 4 4
2 Ileon (I) 6 5 4 4 4 1
2 Ciego  (C) 3 5 2 2 1
2 Colon (Co) 13 11 7 4 1
1 TOTAL 35 32 16 9 9 2
2 TOTAL 39 35 23 21 15 7
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Tabla 2. Caracterización morfológica, bioquímica y pruebas de 
resistencia de las bacterias BAL seleccionadas 
 
 
 
4.2. Identificación  molecular de las BAL cultivables asociadas al tracto 
digestivo de  lechón. 
 
4.2.1. Identificación  molecular de las bacterias BAL. 
 
Los resultados de la identificación de cepas seleccionadas de la 
microbiota gastro-intestinal en lechón pos destetado, mediante la 
amplificación de la secuenciación con el gen 16S ARNr (secuencia 
específica para organismos procariotas), identificadas mediante 
programa de bioinformática  MEGA 6 y Blast, fueron: 
 
Alta semejanza de la cepas de BAL 2 y BAL 4 con la cepas BAL 6 y 
BAL 9 y todas ellas tuvieron alta similitud para  Lactobacillus 
fermentum IFO 3956 DNA (Anexo 2), con una identidad de 99% y 
cobertura de 99% de la secuencia nucleotídica, quiere decir que 
todas las secuencias encontradas fueron muy semejantes a los 
1 5 10 5 10 18 2.5 3.5 4.5
Bal 2 (E) Lechon 1 azul diminuta redonda concava bacilos + - - - 4.44 - + + - - - - - - - +
BAL 6 (E) Lechón 1 azul 1 plana bacilos + - - - 3.75 - + + - - + - - - - +
BAL 1 (E) Lechón 2 azul 1 redon plana peq. bacilos largos + - - - 4.88 - + + - - - - - - - +
BAL 4 (E) Lechón 2 azul 1 redon conca peq. bacilos + - - - 4.68 - + + - - + - - - - +
BAL 7 (Y) lechón 2 azul diminuta redonda concava bacilos largos + - - - 4.29 - + + - - + - - - - +
BAL 8 (Y) lechón 2 azul 2 redonda concava bacilos + - - - 424 - + + - - + - - - - +
BAL 9 (Y) lechón 2 azul 2 redonda concava bacillos largos + - - + 5.25 - + + - - - - - - - +
BAL 10 (Y) lechón 2 azul 1 redonda concava bacilos + - - - 5.74 - + - - - + - - - - +
BAL 14 (I)Lechón2 azul 1 redonda concava bacilos + - - - 4.81 - + - - - + - - - - +
(E) estomago (Y) Yeyuno (I) I leon
CLAVE
Procedencia 
de muestra
Color de 
colonia
Tamaño de 
colonia (mm)
Forma de 
colonia
Morfología 
bacteria
Coloración 
Gram
Prueba 
oxidasa
Prueba 
catalasa
Presencia 
de gas
Valor 
de pH
Presencia 
esporas
pH 
ácido
Pruebas de resistencia
% sales biliares % NaCl pH
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resultados del análisis molecular comparada en MEGA 6 (PubMed 
National Center for Biotechnology 2016). 
 
La cepa bacteriana BAL 1, encontrada en el estómago presentó 
semejanza a la cepa BAL 10 y BAL 14 encontradas en el yeyuno, 
esta última con mayor similitud a la cepa BAL 8 y todas ellas tienen 
alta semejanza genómicamente con el Lactobacillus fermentum 
NBRC 15885  (Anexo 3), con una  identidad de 99% y cobertura de 
99% de la secuencia nucleotídica correspondiente, excepto la cepa 
de la BAL 8 que tiene 99% de identidad y cobertura de 77% 
comparados en MEGA 6 (PubMed  National Center for 
Biotechnology 2016). 
 
La cepa BAL 7, encontrada en el íleon mostró alta semejanza con 
las bacteria Lactococcus lactis subsp. tructae strain L105 16S 
ribosomal RNA (Anexo 4), con una  identidad de 99% y cobertura de 
97% de la secuencia nucleotídica comparados en MEGA 6 (PubMed 
National Center for Biotechnology 2016). 
 
La información permite diferenciar tres grupos de BAL, Tabla 3 y 
figura 8, en función a la semejanza mostradas en el análisis 
genómico donde las  BAL 2, 4, 6 y 9 encontradas en el estómago 
tienen semejanza con Lactobacillus fermentum  IFO 3956, las BAL 
1, 10, 14 y 8 con el Lactobacillus fermentum NBRC y la BAL 7 con 
Lactococcus lactis. 
 
En la figura 8, se muestra el árbol filogénico donde se observa la 
relación filogénica  entre las BAL encontrados, estas bacterias 
pertenecen al orden Lactobacillales y muestran ellas con diferencias 
menores al 1% (Figura  8). 
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Tabla 3. Identificación molecular mediante el gen 16S ARNr de cepas 
bacterianas aisladas del tracto digestivo de lechón 
 
Código 
Extracción 
de muestra  
Tamaño de la 
secuencia (pb) 
Especie 
identificada 
Identidad 
(%) 
N° de 
accesión 
BAL 2 
BAL 4 
BAL 6 
BAL 9 
Estómago 
Estómago 
Estómago 
Estómago 
1503 
1507 
1499 
1503 
Lactobacillus 
fermentum  
IFO 3956 
99 
99 
99 
99 
AP008937.1 
 
BAL 1 
BAL 10 
BAL 14 
BAL 8 
 
Estómago  
yeyuno 
yeyuno 
yeyuno 
        1494 
2110 
2138 
1932 
Lactobacillus 
fermentum 
NBRC 
 
99 
99 
99 
99 
 
NR_113335.1 
BAL 7 íleon 2461 
Lactococcus 
lactis 
94 NR_116443.1 
.Para obtener mayor información sobre la referencia ingrese al siguiente enlace: 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ y digite el código de accesión de cada bacteria cultivable 
 
 
Figura 8. Árbol filogenético mostrando las relaciones de las bacterias 
ácido lácticas aisladas del tracto digestivo del lechón 
 NR_113335.1 Lactobacillus fermentum strain NBRC 15885 16S ribosomal RNA gene partial sequence
 Bal 14
 Bal 01
 Bal 10
 AP008937.1 Lactobacillus fermentum IFO 3956 DNA complete genome
 Bal 09
 Bal 02
 Bal 04
 Bal 06
 Bal 08
 NR_116443.1 Lactococcus lactis subsp. tructae strain L105 16S ribosomal RNA gene partial sequence
 Bal 07
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.8
0.8
0,0 diferencia % entre cepas (menores de 1%) 
Lactobacill s fermentum  IFO 3956 
Lactobacillus fermentum NBRC 
La to occus l ctis. 
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En la Figura 9 se verificó la presencia de ADN genómico de las BAL y el 
peso molecular aproximados  expresados en pares de bases, comparados 
con el marcador de peso en la esquina derecha; las manchas obscuras, 
demuestran la presencia de ADN genómico de las BAL migradas en gel de 
agarosa por electroforesis y los cuales tienen pesos moleculares 
semejantes comprendidos  entre 1500 a 2550 pb. 
 
 
Figura 9. Gel de agarosa de electroforesis para verificación de ADN 
bacteriano 
 
 
 
4.2.2. Identificación  molecular de bacterias patógenas. 
 
Fueron aisladas de excretas de lechones con síntomas de diarrea 
con una identidad de 99% y cobertura de 99% de la secuencia 
nucleotídica para la cepas Escherichia fergusonii strain ATCC 35469 
(Anexo 4);  con una identidad de 90% y cobertura de 94% de la 
secuencia nucleotídica para Shigella sonnei strain CECT 4887 16S 
(Anexo 5), clasificadas dentro del orden Enterobacteriaceae, las que 
también son denominadas bacterias fecales y con alto porcentaje de 
parentesco filogénico con diferencia entre ellos menores 1,5% y 
2,5% de las encontradas (Tabla 4, Figura 10). 
 
 
 
 
 
 
BAL 01 BAL 02 BAL 04 BAL 07 BAL 08 BAL 09 BAL 10 BAL 11 BAL 14 pat 01 pat 02 Marcador          (P B)
1500
2000
2500
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Tabla 4. Identificación molecular mediante el gen 16S ARNr de cepas 
bacterianas patógenas aisladas del tracto digestivo de lechón 
 
Código 
Extracción 
de muestra  
Tamaño de 
la secuencia 
(pb) 
Especie 
identificada 
Identidad 
(%) 
N° de 
accesión 
Patogena 1 
 
Excretas 
 
 
1473 
 
Escherichia 
fergusonii strain   
strain 35469 
 
99 
 
NR_074
902.1 
Patogena 2 
Excretas 
 
 
1473 
 
Shigella sonnei 
strain CECT 
4887 
94 
NR_104
826.1 
Para obtener mayor información sobre la referencia ingrese al siguiente enlace: 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ y digite el código de accesión de cada bacteria 
cultivable 
 
Diferencia  % entre cepas (menores de 2,4%) 
 
Figura 10. Árbol filogenético mostrando las relaciones de las bacterias 
patógenas aisladas del tracto digestivo del lechón 
 
4.3. Actividad antibiótica de las bacterias según los métodos de inhibición 
utilizados. 
 
En la Tablas 5 y 6 se presentan la acción antibiótica según el halo de 
inhibición producido y el porcentaje de incremento de estos halos. De las 
nueve bacterias aisladas e identificadas como Lactobacillus fermentum y 
Lactococcus lactis, las cuales se enfrentaron a las bacterias patógenas: 
Escherichia fergusonii y  Shigella sonnei. 
 
 patogena 02
 Escherichia fergusonii
 Sigella sonnei
 patogena  01
2.4
1.5
0.0
0.0
1.5
0.9
 
 
Escherichia fergusonii strain ATCC 35469 
Shigella sonnei strain CECT 4887 
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Tabla 5. Acción antibiótica de cepas bacterianas BAL aisladas del tracto 
digestivo del lechón frente a cepas patógenas 
 
 
 
Se observó que los mejores resultados obtenidos en las pruebas de 
antagonismo según los halos generados fue por el método de pocillo 
utilizando extracto bacteriano sin neutralizar (acción ácida, donde se 
expresa la acción antibiótica y bactericida que producen los ácidos 
orgánicos presentes) tanto para el enfrentamiento contra Escherichia 
fergusonii y Shigella sonnei,  
 
Se debe considerar  que el método de pocillo utilizando extracto bacteriano 
neutralizado, pierde el efecto de la acción ácida, quedando el extracto con 
sustancias no ácidas (bacteriocinas) que producen el efecto inhibitorio 
(Tabla 6 y Figura 11). 
 
Comparando la susceptibilidad de los patógenos y el método utilizado, se 
observó que,  cuando se utilizó el método con extracto sin neutralizar para 
el enfrentamiento de las BAL identificadas para Lactobacillus fermentum y 
Lactococcus lactis, contra Escherichia fergusonii, estas generaron los 
mayores halos de inhibición para las nueve BAL expresados en porcentaje 
CLAVE Bacteria Directa Sin neutralizar Neutralizado Directa Sin neutralizar Neutralizado
BAL 1
Lactobacillus fermentum 
NBRC 15885 
+ +++ + - - -
BAL 2
Lactobacillus fermentum 
IFO 3956
+ + + - - +
BAL 4
Lactobacillus fermentum 
IFO 3956
+ ++ + - - -
BAL 6
Lactobacillus fermentum 
IFO 3956
+ ++ + + + -
BAL 7 Lactococcus lactis + +++ ++ - - -
BAL 8
Lactobacillus fermentum 
NBRC 15885
++ ++ + - - -
BAL 9
Lactobacillus fermentum 
IFO 3956
+ + + + + +
BAL 10
Lactobacillus fermentum 
NBRC 15885
+ + + + + +
BAL 14
Lactobacillus fermentum 
NBRC 15885
+ + + - + +
+++ alta inhibicion ++
mediana 
inhibicion
+ baja inhibicion
- sin inhibicion
Escherichia fergusonii  strain ATCC 35469 Shigella sonnei  strain CECT 4887
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que van de 30,49% a 94,89%; a diferencia cuando se enfrentaron por el 
mismo método contra Shigella sonnei, solo hicieron halos de inhibición 
cinco BAL expresados  entre 3,33% y 26,67%. 
 
Cuando se utilizó el método con extracto neutralizado también presentaron 
halos de inhibición las nueve BAL frente a la  Escherichia fergusonii, pero 
de menor tamaño, de 19,86% a 54,96%  mientras que solo cuatro BAL 
presentaron halo de inhibición para la Shigella sonnei, los cuales están 
entre 10% a 20%. 
 
En la Tabla 6 y Figura 11,  también muestra que para los tres métodos 
utilizados en las pruebas de antagonismo de las BAL frente Escherichia 
fergusonii  todas presentan halos de inhibición, lo cual no se aprecia en el 
enfrentamiento de las BAL contra Shigella sonnei, incluso las BAL 1,         
BAL 4, BAL 7 y BAL 8, no generan halos (Anexo 8).  
 
Los mejores resultados para la capacidad antibiótica están determinado por 
los extractos bacterianos sin neutralizar siendo Escherichia fergusonii. el 
patógeno más susceptible (Tabla 11 y Figura 6). 
 
 
Figura 11. Incremento (%) de halos de inhibición de cepas BAL aisladas 
del tracto digestivo del lechón frente a dos cepas patógenas. 
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Tabla 6.Incremento (%) de halos de inhibición de cepas BAL aisladas del 
tracto digestivo del lechón frente a cepas patógenas 
 
 
 
4.4. Pruebas de antagonismo entre las cepas Lactobacillus fermentum y 
Lactococcus lactis, frente a Escherichia fergusonii y Shigella sonnei. 
 
4.4.1. Método  directo. 
 
a. Cepas de Lactobacillus fermentum y Lactococcus lactis 
frente a Escherichia fergusonii. 
 
El ANVA con nivel de significancia de 5% (Tabal 7) permitió 
determinar que las cepas del Lactobacillus fermentum y 
Lactococcus lactis, frente a Escherichia fergusonii, utilizando el 
método directo, expresaron significancia entre los halos 
producidos. 
 
 
 
CLAVE Bacteria Directa Sin neutralizar Neutralizado Directa Sin neutralizar Neutralizado
BAL 1
Lactobacillus fermentum 
NBRC 15885 
30,16 87,25 36,69 0,00 0,00 0,00
BAL 2
Lactobacillus fermentum 
IFO 3956
12,96 30,49 27,01 0,00 3,33 13,33
BAL 4
Lactobacillus fermentum 
IFO 3956
19,06 76,28 30,24 0,00 0,00 0,00
BAL 6
Lactobacillus fermentum 
IFO 3956
21,76 60,81 26,43 10 13,33 0,00
BAL 7 Lactococcus lactis 6,02 99,84 54,96 0,00 0,00 0,00
BAL 8
Lactobacillus fermentum 
NBRC 15885
35,67 52,24 35,51 0,00 0,00 0,00
BAL 9
Lactobacillus fermentum 
IFO 3956
19,98 42,56 20,01 16,67 26,67 16,67
BAL 10
Lactobacillus fermentum 
NBRC 15885
11,34 38,83 40,28 6,67 20,00 20,00
BAL 14
Lactobacillus fermentum 
NBRC 15885
19,91 31,25 19,86 0,00 10,00 10,00
Valores Porcentuales del incremento del halo de inhibicion
Porcentaje del incremento del halo de inhibicion
Escherichia fergusonii  strain ATCC 35469 Shigella sonnei  strain CECT 4887
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Tabla 7 ANVA (significancia de 5%) del promedio de los halos de 
inhibición (mm) de la acción antagónica de las cepas Lactobacillus 
fermentum y Lactococcus lactis, frente a Escherichia fergusonii 
mediante prueba directa 
 
     
 
La prueba de Duncan (significancia al 5%), permitió determinar 
que los halos son estadísticamente semejantes entre las primeras 
ocho BAL, también que las tres primeras BAL 8, BAL 1 y BAL 2 
son las más eficientes y donde todas las BAL demostraron 
capacidad bactericida contra la Escherichia fergusonii (Tabla 8) 
 
Tabla 8 Prueba de Duncan (significancia 5%) del promedio de los 
halos de inhibición (mm) de la acción antagónica de las cepas 
Lactobacillus fermentum y Lactococcus lactis, frente a Escherichia 
fergusonii mediante prueba directa 
 
                
Promedio con igual literal son semejantes estadísticamente 
 
 
ANÁLISIS DE VARIANZA de BAL frente a Escherichia fergusonii  utilizando el método directo
Origen de 
las 
variaciones
Suma de 
cuadrados
Grados de 
libertad
Promedio 
de los 
cuadrados F
Probabilida
d
Valor crítico 
para F F5% Significancia
Entre grupos 24.9593537 8 3.11991921 2.65769906 0.01099944 2.033294624 4.75 *
Dentro de los grupos116.217824 99 1.17391741
Total 141.177178 107
CV = 14.75 %
Entre 
grupos 
 
Dentro de 
los grupos 
 
otal 
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b. Cepas de Lactobacillus fermentum y Lactococcus lactis 
frente a Shigella sonnei. 
 
Según el ANVA con nivel de significancia de 5% (Tabla 9), 
concluye de la existencia de alta significancia entre las cepas del 
Lactobacillus fermentum y Lactococcus lactis, frente a Shigella 
sonnei utilizando el método directo. 
 
Tabla 9 ANVA (significancia de 5%) del promedio de los halos de 
inhibición (mm) de la acción  bacteriana de las cepas Lactobacillus 
fermentum y Lactococcus lactis, frente a Shigella sonnei mediante 
prueba directa 
            
    
 
Según la prueba de Duncan (significancia al 5%), en la tabla 10 
se pudo determninar que la BAL 9 generó en promedio halos de 
7 mm,  estadísticamente es diferente y supera a la BAL 6 con 6,60 
mm de halo y BAL 10 con halo de 6,40, entre estos últimos no 
existe diferencia estadísticas; por otro lado si existe diferencia con 
las otras BAL 2, BAL 14, BAL 1, BAL 4, BAL 7 y BAL 8 las cuales 
no presentaron algún halo. 
 
Los resultados para la Shigella sonnei, fueron halos más pequeño 
e incluso algunas cepas no lo producen a diferentes de las 
encontradas en la Escherichia fergusonii.  
 
 
 
 
ANÁLISIS DE VARIANZA de BAL frente a la Shigella sonnei  utilizando el método directo
Origen de 
las 
variaciones
Suma de 
cuadrados
Grados de 
libertad
Promedio 
de los 
cuadrados F Probabilidad
Valor crítico 
para F F5% Significancia
Entre grupos 6.45333333 8 0.80666667 15.125 1.7468E-10 2.15213288 4.75 **
Dentro de los grupos 2.4 45 0.05333333
Total 8.85333333 53
CV = 3.71 %
Entre 
grupos 
 
Dentro de 
los grupos 
 
Total 
60 
 
Tabla 10 Prueba de Duncan (significancia 5%) del promedio de 
los halos de inhibición (mm) de la acción  bacteriana de las cepas 
Lactobacillus fermentum y Lactococcus lactis, frente a Shigella 
sonnei mediante prueba directa 
              
 
Promedio con igual literal son semejantes estadísticamente 
 
4.4.2. Método de difusión en pocillo. 
 
a. Utilización de extracto bacteriano sin neutralizar (acción 
ácida). 
 
- Cepas de Lactobacillus fermentum y Lactococcus lactis 
frente a Escherichia fergusonii.  
 
En la prueba ANVA con nivel de significancia de 5% (Tabla 11), 
permitieron determinar que existe significancia entre los 
tratamientos al igual que la prueba de Duncan (significancia al 5%) 
tabla 12 permitió precisar que los mayores halos de inhibición se 
dieron en este método y frente a este patógeno, con marcada 
diferencia del mayor halo de inhibición producido por la BAL 7 de 
11,99 mm,  estadísticamente diferente con el resto de las BAL. 
 
 
 
Orden Bacteria
Promedio 
diametro de 
halos (mm)
BAL 9 Lactobacillus fermentum IFO 3956 7.00 a
BAL 6 Lactobacillus fermentum IFO 3956 6.60 b
BAL 10 Lactobacillus fermentum NBRC 15885 6.40 b
BAL 2 Lactobacillus fermentum IFO 3956 6.00 c
BAL 14 Lactobacillus fermentum NBRC 15885 6.00 c
BAL 1 Lactobacillus fermentum NBRC 15885 6.00 c
BAL 4 Lactobacillus fermentum IFO 3956 6.00 c
BAL 7 Lactococcus lactis 6.00 c
BAL 8 Lactobacillus fermentum NBRC 15885 6.00 c
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Tabla 11 ANVA (significancia de 5%) del promedio de los halos 
de inhibición (mm) de la acción  bacteriana de las cepas 
Lactobacillus fermentum y Lactococcus lactis frente a Escherichia 
fergusonii prueba con extracto bacteriano sin neutralizar 
 
 
 
También en este método se determinó que existe grupos de BAL 
semejante estadísticamente entre sus cepas, en el primer grupo 
estuvieron la BAL 4 con halo de 10,58 mm, BAL 6 (9,649 mm) y  
BAL 1 (9,504 mm) y el segundo grupo de la BAL 2 (9,438 mm), 
BAL 10 (9,313 mm), BAL 8 (9,135 mm) y BAL 9 (8,554 mm) de 
diámetro. 
 
La BAL 14 (7,875 mm) presentaron los menores promedios de los 
halos y estadísticamente diferente a todas las BAL. 
 
Todas la BAL generarón halos de inhibición frente a Escherichia 
fergusonii en este método. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ANÁLISIS DE VARIANZA BAL frente a la Escherichia fergusonii  utilizando extracto bacteriano sin neutralizar
Origen de 
las 
variaciones
Suma de 
cuadrados
Grados de 
libertad
Promedio 
de los 
cuadrados F Probabilidad
Valor crítico 
para F F5%
Significanci
a
Entre grupos 91.318161 8 11.4147701 3.25291461 0.003190489 2.06798366 4.75 *
Dentro de los grupos256.16357 73 3.50909
Total 347.481731 81
CV = 19.60 %
Entre 
grupos 
 
Dentro de 
los grupos 
 
Total 
62 
Tabla 12 ANVA (significancia de 5%) del promedio de los halos 
de inhibición (mm) de la acción bacteriana de las cepas 
Lactobacillus fermentum y Lactococcus lactis frente a Escherichia 
fergusonii prueba con extracto bacteriano sin neutralizar. 
 
                
Promedio con igual literal son semejantes estadísticamente 
 
- Cepas de Lactobacillus fermentum y Lactococcus lactis 
frente a Shigella sonnei 
 
Según el ANVA con nivel de significancia de 5% (Tabla 13), en este 
método permitió determinar que todas las BAL se comportan de 
forma diferentes para este enfrentamiento contra la Shigella 
sonnei, 
 
Tabla 13 ANVA (significancia de 5%) del promedio de los halos 
de inhibición (mm) de la acción  bacteriana de las cepas 
Lactobacillus fermentum y Lactococcus lactis,frente a Shigella 
sonnei prueba con extracto bacteriano sin neutralizar. 
 
 
Orden Bacteria
Promedio 
diametro de 
halos (mm)
BAL 7 Lactococcus lactis 11.990 a
BAL 4 Lactobacillus fermentum IFO 3956 10.577 b
BAL 6 Lactobacillus fermentum IFO 3956 9.649 b
BAL 1 Lactobacillus fermentum NBRC 15885 9.504 b
BAL 2 Lactobacillus fermentum IFO 3956 9.438 c
BAL 10 Lactobacillus fermentum NBRC 15885 9.313 c
BAL 8 Lactobacillus fermentum NBRC 15885 9.135 c
BAL 9 Lactobacillus fermentum IFO 3956 8.554 c
BAL 14 Lactobacillus fermentum NBRC 15885 7.875 d
ANÁLISIS DE VARIANZA de BAL frente a la Shigella sonnei  utilizando extracto bacteriano sin neutralizar 
Origen de las 
variaciones
Suma de 
cuadrados
Grados de 
libertad
Promedio 
de los 
cuadrados F Probabilidad
Valor crítico 
para F F5% Significancia
Entre grupos 4.29333333 8 0.53666667 4.528125 0.003733536 2.510157895 4.75 *
Dentro de los grupos 2.13333333 18 0.11851852
Total 6.42666667 26
CV = 5.42 %
Entre grupos 
 
Dentro de los 
grupos 
 
Total 
63 
En la prueba de Duncan (significancia al 5%) de la tabla 14, 
resuelve que cinco de la nueve BAL generan halos de inhibición, 
donde la BAL 7 (7,2 mm) sigue generando el mayor halo de 
inhibición para este patógeno en todos los métodos, continua la 
BAL 10 (6,8 mm) ambas con diferencia estadísticamente a todas 
las demás. 
 
Con poco halo y semejantes entre ellas, fueron determinadas por 
las  BAL 6, BAL 10 y BAL 2 con promedio de halos de 6,47 mm, 
6,47 mm y 6,40 mm respectivamente  y por ultimo las BAL 1, BAL 
4, BAL 7 y BAL 8 no presentaron algún halo. 
 
Tabla 14 Prueba Duncan (significancia 5%) del promedio de los 
halos de inhibición (mm) de la acción  bacteriana de las cepas 
Lactobacillus fermentum y Lactococcus lactis,frente a Shigella 
sonnei prueba con extracto bacteriano sin neutralizar 
 
 
                 Promedio con igual literal son semejantes estadísticamente 
 
b. Utilización del extracto bacteriano neutralizado (acción de 
bacteriocinas). 
 
- Cepas Lactobacillus fermentum y Lactococcus lactis frente 
a Escherichia fergusonii.  
 
Este método permite determinar la acción antibiótica producida 
por las bacteriocinas, donde el extracto utilizado, estaba 
Orden Bacteria
Promedio 
diametro de 
halos (mm)
BAL 9 Lactobacillus fermentum IFO 3956 7.20 a
BAL 10 Lactobacillus fermentum NBRC 15885 6.80 b
BAL 6 Lactobacillus fermentum IFO 3956 6.47 c
BAL 14 Lactobacillus fermentum NBRC 15885 6.40 c
BAL 2 Lactobacillus fermentum IFO 3956 6.33 c
BAL 1 Lactobacillus fermentum NBRC 15885 6.00 d
BAL 4 Lactobacillus fermentum IFO 3956 6.00 d
BAL 7 Lactococcus lactis 6.00 d
BAL 8 Lactobacillus fermentum NBRC 15885 6.00 d
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neutralizada la actividad ácida, en la tabla 15, se determinó la 
comparación de los diámetro de los halos de inhibición producido 
por la BAL, donde en el ANVA  resolvió  la existencia de 
significancia entre ellas.  
 
Tabla 15 ANVA (significancia de 5%) del promedio de los halos 
de inhibición (mm) de la acción bacteriana de las cepas 
Lactobacillus fermentum y Lactococcus lactis frente a Escherichia 
fergusonii  prueba con extracto bacteriano neutralizado 
 
 
En la prueba de Duncan (significancia 5%) de la tabla 16, muestra 
el tamaño de los halos encontrados por el método utilizando el 
extracto neutralizado, la BAL 7 con 9,289 mm presento el mayor 
halo y es estadísticamente diferente a las demás; se observaron 
que un grupo produce halos semejante estadísticamente entre 
ellas BAL 1 (8,201 mm), BAL 8 (8,130 mm), BAL 4 (7,815 mm), 
BAL 2 (7,621) y BAL 6 (7,586 mm). 
 
La BAL 9 (7,201 mm) y  BAL 14 de 7,192 mm produjeron el menor 
halo y son estadísticamente semejantes entre ellas y diferentes a 
toda las BAL. 
 
 
 
 
 
 
 
 
ANÁLISIS DE VARIANZAde BAL frente a la Escherichia fergusonii  utilizando extracto bacteriano neutralizado 
Origen de las 
variaciones
Suma de 
cuadrados
Grados de 
libertad
Promedio 
de los 
cuadrados F
Probabilid
ad
Valor 
crítico 
para F F5% Significancia
Entre grupos 33.66163356 8 4.2077042 2.3901 0.02365296 2.064439 4.75 *
Dentro de los grupos 132.0381515 75 1.76050869
Total 165.6997851 83
CV = 16.71 %
Entre grupos 
 
Dentro de los 
grupos 
 
Total 
65 
Tabla 16 Prueba de Duncan al α = 0,05  del promedio de los halos 
de inhibición (mm) de la acción bacteriana de las cepas 
Lactobacillus fermentum y Lactococcus lactis frente a Escherichia 
fergusonii  prueba con extracto bacteriano neutralizado 
 
               
Promedio con igual literal son semejantes estadísticamente 
 
 
- Cepas Lactobacillus fermentum y Lactococcus lactis frente a 
Shigella sonnei 
 
Y por último en la tabla 17, resolvió que para esta prueba tenemos 
un ANVA (significancia de 5%), diferencias estadísticas entre los 
halos generados por las BAL al igual que la prueba de Duncan 
(significancia de 5%)  de la tabla 18 se puede determinar que solo 
cuatro BAL generaron pequeños halos de inhibición, siendo el 
mayor la BAL 10 con halo de  7,20 mm y estadísticamente 
diferente a las otras y donde las BAL 9 (7,00 mm), BAL 2 (6,8 mm) 
y BAL 14 (6,60 mm), fueron semejantes entre ellas. 
 
 
 
 
 
 
 
Orden Bacteria
Promedio 
diametro de 
halos (mm)
BAL 7 Lactococcus lactis 9.298 a
BAL 10 Lactobacillus fermentum NBRC 15885 8.417 b
BAL 1 Lactobacillus fermentum NBRC 15885 8.201 b
BAL 8 Lactobacillus fermentum NBRC 15885 8.130 b
BAL 4 Lactobacillus fermentum IFO 3956 7.815 b
BAL 2 Lactobacillus fermentum IFO 3956 7.621 b
BAL 6 Lactobacillus fermentum IFO 3956 7.586 b
BAL 9 Lactobacillus fermentum IFO 3956 7.201 c
BAL 14 Lactobacillus fermentum NBRC 15885 7.192 c
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Tabla 17 ANVA (significancia de 5%) del promedio de los halos 
de inhibición (mm) de la acción  bacteriana de las cepas 
Lactobacillus fermentum y Lactococcus lactis,frente a Shigella 
sonnei prueba con extracto bacteriano neutralizado 
 
 
 
Las BAL 6, BAL 1, BAL 4, BAL 7 y BAL 8 no generaron halo en 
este método. 
 
Las BAL en este método también son menos eficientes e incluso 
sin presencia de antagonismos freanta a Shigella sonnei. 
 
Tabla 18 Prueba Duncan al α=0,05  del promedio de los halos de 
inhibición (mm) de la acción  bacteriana de las cepas Lactobacillus 
fermentum y Lactococcus lactis,frente a Shigella sonnei prueba 
con extracto bacteriano neutralizado 
 
                 
Promedio con igual literal son semejantes estadísticamente 
ANÁLISIS DE VARIANZA de BAL frente a la Shigella sonnei  utilizando extracto bacteriano neutralizado 
Origen de las 
variaciones
Suma de 
cuadrados
Grados de 
libertad
Promedio 
de los 
cuadrados F Probabilidad
Valor 
crítico 
para F F5% Significancia
Entre grupos 13.5709091 10 1.35709091 26.6571 1.32957E-17 2.007792 4.75 *
Dentro de los grupos 2.8 55 0.05090909
Total 16.3709091 65
CV = 3.57 %
Orden Bacterias
Promedio 
diametro de 
halos (mm)
BAL 10 Lactobacillus fermentum NBRC 15885 7.20 a
BAL 9 Lactobacillus fermentum IFO 3956 7.00 b
BAL 2 Lactobacillus fermentum IFO 3956 6.80 b
BAL 14 Lactobacillus fermentum NBRC 15885 6.60 b
BAL 6 Lactobacillus fermentum IFO 3956 6.00 c
BAL 1 Lactobacillus fermentum NBRC 15885 6.00 c
BAL 4 Lactobacillus fermentum IFO 3956 6.00 c
BAL 7 Lactococcus lactis 6.00 c
BAL 8 Lactobacillus fermentum NBRC 15885 6.00 c
Entre grupos 
 
Dentro de los 
grupos 
 
Total 
67 
 
 
4.5. Identificación molecular de proteínas obtenidas de las cepas 
Lactobacillus fermentum y Lactococcus lactis, asociadas al tracto 
digestivo de  lechón, mediante proteómica. 
 
Inicialmente se identificaron y verificaron molecularmente todas las cepas 
BAL encontradas en las diferentes regiones del tracto digestivo y según el 
genoma  analizado  se diferenciaron como Lactobacillus fermentum, las 
cuales se sometieron al análisis de proteómica resultando dos diferentes. 
 
La primera proteína encontrada fueron correspondientes a las BAL 2,      
BAL 4, BAL 6 y BAL 9 (cepa Lactobacillus fermentum  IFO 3956) y se 
encontró la proteína denominada ornithine monooxygenase común en 
todas ellas, que según (PubMed National Center for Biotechnology 2016) han sido 
identificada en su plenitud como proteína del organismo Bacillus firmus, con 
identidad de 100% y cobertura de 100% de la secuencia proteica:  
>WP_048009930.1 ornithine monooxygenase [Bacillus firmus] 
MIYEMTVQFRVLDMKEGLLWYETLLNKKPDLIPHEGFAEWELITGCWLQIAEGSPSIGSG
PIRLGVPDLEQERERLITELKITPFEIHTRKEVPVKWATFADPWGNRIGYFEYIDMHEKEIQ
IKKVNKEDWGR SOURCE Bacillus firmus Bacillus firmus Bacteria; Firmicutes; Bacilli; 
Bacillales; Bacillaceae; Bacillus. COMMENT     REFSEQ: This record represents a single, 
non-redundant, protein sequence which may be annotated on many different RefSeq 
genomes from the same, or different, species. COMPLETENESS: full length. type I 
extradiol dioxygenases, glyoxalase I and a group of antibiotic resistance proteins; cd06587" 
/db_xref="CDD:211348" (Tabla 13). 
 
En un segundo grupo de BAL correspondiente a la BAL 10, BAL 14, BAL 1, 
BAL 7 y BAL 8 (Lactobacillus fermentum NBRC 15885), se encontró la 
proteína denominada RNase J family beta-CASP ribonuclease que tiene 
una región activa que según (PubMed National Center for Biotechnology 2016) 
identificada plenamente con Lactobacillus saerimneri, con una identidad de 
100% y cobertura de 100% de la secuencia proteica: 
>WP_009551846.1 RNase J family beta-CASP ribonuclease [Lactobacillus saerimneri] 
MKKLKVKNNETAVFAVGGLGEIGKNTYGVQFQDEIILIDAGIKFPEDDLLGIDYVIPDYQYL
VANRDKIKALVITHGHEDHIGGIPYLLQQVNVPIYAGPLALALIKSKLEEHGLLRSTKLHEID
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EDTVLKFRKTSVSFFRTTHSIPDTLGVAVKTPSGTIVETGDFKFDLTPITHQAPNFQKMAR
LGEEGVLCLLSDSTNAEVPNFTKSEQWVGKSIHRIFEKVDGRIIFATFASNISRVQQAVSA
ALGKGRKIAVFGRSMEAAIENGRRLGYLDIPDKALISAKELNSLPANKVMILCTGSQGEP
MAALSRIANGTHRQVSIHPGDTVVFSSLPIPGNTLSVNKVINELEEAGANVIHGRINNIHAS
GHGGQEEQRLMLRLIKPKYFMPIHGEYRMLKIHTELAEQCGVPEENSFILKNGDVLALTK
DSARYAGHFNADDVYVDGSGVGDIGNIVLKDRRILSEEGLVVVVATIDMKKRRILAGPDL
LSRGFIYMRESGELINQARKQLFRSITRSLKGDKVTEAKIRENIIADLQSFLFDQTERHPMI
LPMLITV SOURCE Lactobacillus saerimneri ORGANISM Lactobacillus saerimneri 
Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales; Lactobacillaceae; Lactobacillus. COMMENT 
REFSEQ: This record represents a single, non-redundant, protein sequence which may be 
annotated on many different RefSeq genomes from the same, or different, species (Tabla 
13). 
 
Ambas proteínas y sus correspondientes organismos tienen alta identidad 
con el orden Lactobacillae al igual que las BAL caracterizadas 
molecularmente y presentadas en el árbol filogénico de la Figura 18, donde 
se puede comparar en porcentaje  el parentesco entre todos los organismos 
involucrados, con una diferencia no mayor al 1%  lo cual indicaría que 
comparten secuencias genómicas  en común y  en la cual la proteína 
encontrada en los organismos seleccionados comparten genes en común. 
 
Tabla 13. Identificación  molecular de las proteínas y BAL asociadas al 
tracto digestivo de  lechón, mediante proteómica. 
Código 
Porción 
del tracto 
intestinal 
Tamaño 
de la 
secuencia 
(AA) 
Proteína 
identificada 
Especie 
% de 
identidad 
N° de accesión 
identificada 
BAL 2 Estómago 
133 
ornithine 
monooxygenase 
[Bacillus firmus] 
Bacillus 
firmus 
100 
 
BAL 4 Estómago  
BAL 6 Estómago  WP_048009930.1 
BAL 9 yeyuno 
 
BAL 1 Estómago  
 
BAL 10 
 
Yeyuno 
262 
 
 
RNase J family 
beta-CASP 
ribonuclease[Lacto
bacillus 
saerimneri] 
Lactobacillus 
saerimneri 
100 
 
BAL 14 yeyuno WP_009551846.1 
BAL 8 yeyuno  
BAL 7 íleon   
Para obtener mayor información sobre la referencia ingrese al siguiente enlace: 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ y digite el código de accesión de cada bacteria 
cultivable 
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Figura 18. Árbol filogenético mostrando las relaciones de las BAL 
Identificación molecular y las identificadas mediante proteómica,  asociadas 
al tracto digestivo de  lechón. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 B. firmus IAM 12464 gi
 L. saerimneri GDA154 LMG 22087 DSM 16049 CCUG 48462 gi
 NR_113335.1 Lactobacillus fermentum strain NBRC 15885 16S ribosomal RNA gene partial sequence
 Bal 14
 Bal 01
 Bal 10
 AP008937.1 Lactobacillus fermentum IFO 3956 DNA complete genome
 Bal 04
 Bal 02
 Bal 06
 Bal 09
 Bal 08
 NR_116443.1 Lactococcus lactis subsp. tructae strain L105 16S ribosomal RNA gene partial sequence
 Bal 07
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
2.2
1.6
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
1.0
0.9
0.6
0.6
[Bacillus firmus] 
Lactobacillus saerimneri 
Lactobacillus fermentum  IFO 3956 
La tobacillus fermentum NBRC 15888
Lactococc s lactis. 
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5. DISCUSIÓN. 
 
De los microorganismos naturales con acción benéfica que se encuentran como 
bacterias cultivables naturales en el tracto digestivo del lechón, fueron 
diferenciadas 67 cultivables en medio específico para BAL, inicialmente 
identificadas morfológicamente y bioquímicamente como bacterias ácido 
lácticas lo cual coincide con diferentes autores que mencionan el alto 
porcentaje de bacterias con características de ser BAL y de capacidad benéfica 
aisladas del tracto digestivo de vertebrados (Jurado-Gámez, Ramírez and 
Martínez 2013, Rosmini et al. 2004, Sánchez y Ochoa 2015, Cranwell 1985, 
Álvarez 2004, Sánchez et al. 2016, García et al. 2012, Partanen y Mroz 1999 y 
Buhnik-Rosenblau et al. 2012). 
 
Las BAL encontradas en diferentes regiones del tracto digestivo de animales 
son caracterizadas por diferentes autores (Guerra et al. 2007, Samaniego y 
Sosa 2000, Isakow et al. 2007, Champagne et al. 2005 y Nguyen et al. 2015), 
tienen como principal característica la  producción de ácido láctico como 
producto metabólico, entre ellos principalmente se encuentran los géneros 
Bacillus y Lactobacillus, estas bacterias son semejantes a las BAL en estudio, 
con características bioquímicas que reportaron resistencia al pH y producción 
de extractos con pH bajo de 3,5 a 5,7 propias de las BAL (Guerra et al. 2007, 
Samaniego y Sosa 2000, Rrosminniet et al. 2011, Gebert et al. 2015 y Gardiner 
et al. 2004). 
 
Según el genoma se caracterizaron cepas de dos BAL, Lactobacillus fermentus 
y Lactococcus lactis, los cuales fueron utilizados como probiótico en la 
alimentación animal, específicamente como lo manifiesta Reque et al. (2000) y 
Nguyen et al. (2015), quienes utilizaron a Lactobacillus fermentus (aislados del 
pollo) como probiótico, probado en engorde de esta especie, mientras que el 
Lactobacillos lactis,  se utilizó como probiotico  en la alimentación balaceada de 
cerdos (De Lange et al. 2010, García et al. 2012  y Hong et al. 2011). 
 
Las nueve BAL aisladas del tracto digestivo del lechón, demostraron viabilidad 
y resistencia a las condiciones sometidas en el tracto digestivo, donde fueron 
71 
tolerantes a la acidez, sales y bilis, al igual de las reportadas por Vélez 2014, 
Metzler-Zebeli et al. 2010, Pluske 2013 y Konstantinov et al. 2006. 
 
Para determinar la acción bactericida y antibiótica de las BAL fue necesario 
confrontarlas con patógenos de la misma especie, para lo cual en el 
enfrentamiento con pruebas de antagonismo generaron halos, por contacto o 
competencia así como los reportados por Ruangpan y Tendencia 2004, Atlas 
et al. 2002 y Vélez 2014. 
 
La presencia y tamaño de los halos de inhibición en el enfrentamiento de las 
BAL contra bacterias patógenas, permitieron diferenciar la acción bactericida o 
antibiótica de este tipo de bacterias (Vélez 2014). 
 
Los patógenos encontrados frecuentemente en cerdos son del género 
Escherichia y Salmonella, los cuales causan desequilibrio biótico intestinal, 
producen graves diarreas y hasta el deceso del animal (Metzler-Zebeli et al. 
2010, Pluske 2013 y Konstantinov et al. 2006), semejante a los cuadros 
producidos por  Escherichia fergusonii y Shigella sonnei que fueron los 
patógenos con mayor presencia en el trabajo. 
 
Escherichia fergusonii tiene alta suceptibilidad a las BAL aisladas del tracto 
digestivo, como los reportes donde demostraron el control de Escherichia coli 
por otras bacterias de la flora bacteriana benéfica del animal (Bhandari et al. 
2010, Pluske 2013, Estrada et al. 2005, Córdova 1993, Castillo 2000, Larsson 
et. al.  2014, Villena y Ruiz 2002, Vergara 2008). 
  
De los métodos que fueron utilizados, método directo o por competencia de 
nutrientes, según  las pruebas de pocillo con extracto bacteriano neutralizado y 
sin neutralizar, utilizan los productos extracelulares como son ácidos orgánicos 
y proteínas que como extractos son más eficientes que los enfrentamiento 
directos (Metzler-Zebeli et al. 2010). 
 
El extracto bacteriano sin neutralizar (acción ácida) muestraron pH ácido con 
presencia de ácidos orgánicos (acético, fórmico y láctico), los cuales tienen 
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efecto bactericida utilizados en la industria alimentaria y procesos de 
conservación (Metzler-Zebeli et al. 2010) 
 
El extracto bacteriano neutralizado, donde la acción ácida es desactivada por 
la neutralización con NaOH, indica la acción de otras sustancias producidas por 
las bacterias conocidas como bacteriocinas, las cuales también tuvieron 
capacidad, bactericida y antibiótica semejante a las reportado por Looft et al. 
2014, Torres 2002, Gatti 2013, Rodríguez 2011, Bravo et al. 2009, Del Coco 
2015, Zapata et al. 2009, Pluske 2013, Bhandari et al. 2010 y Macouzet 2014. 
 
Las proteínas encontradas según la proteómica, fueron de  alta cobertura e 
identidad de sus nucleótidos, identificadas en su plenitud en el organismo 
Bacillus firmus y Lactobacillus saerimneri estos bacterias también han sido 
utilizados eficientemente como probióticos reportados por Oliveira y Gonzáles  
2007, García et al. 2012, Partanen y Mroz 1999, NCBI 2015 y Buhnik-
Rosenblau et al. 2012. 
 
Las proteínas aisladas y caracterizadas de las BAL mediante la secuencia de 
nucleótidos en la proteómica son la ornithine monooxygenase y RNase J family 
beta-CASP llamadas Bacteriocinas según Amado et al. 2012, Torres 2002, 
Gatti 2013, Rodríguez 2011, Bravo et al. 2009. 
 
La ornithine monooxygenase actúa como Sideróforo A (SidA) es una 
monooxigenasa dependiente de NAD, (P), H y oxígeno de ornitina en la 
biosíntesis del sideróforos, que limitan el uso de metales en la alimentación de 
la Escherichia produciendo la muerte de la bacteria  demostrando su acción 
bactericida (Romero et al. 2012, Shirey et al. 2013).  
 
La proteína RNase J family beta-CASP ribonuclease es una enzima que actúa 
como proteasas específica que causa destrucción celular de patógenos como 
acción antibiótica y degradación enzimática del material genético (Monrroy et 
al. 2009, Xue-Yuan et al. 2015, Newman et al. 2011, Pedersen 2005). 
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Ornithine monooxygenase y RNase J family beta-CASP ribonuclease, ambas 
proteínas intervienen en el metabolismo e impiden la nutrición de patógenos 
(Zohra 2016, Geng et al. 2016, Cechova et al. 2013). 
 
Las proteínas encontradas en el Lactobacillus saerimneri tuvieron efecto 
bactericida y reúne las condiciones antibióticas, según las pruebas de inhibición 
realizadas, este organismo se reporta recientemente como un potencial 
inmunoprobiótico para humanos aislado de la  saliva (Taweechotipatr et al. 
2009 y Rogne et al. 2007) y Bacillus firmus es utilizado como probiótico 
comercial de gran interés en industria de producción de alimento según Zohra 
et al. 2016, Meng et al. 2010, Rebolledo 2014, García et al., 2012, Partanen y 
Mroz 1999 y Buhnik-Rosenblau et al. 2012, NCBI 2015. 
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6. CONCLUSIONES. 
 
1. Se encontraron nueve bacterias cultivables asociadas al tracto digestivo del 
lechón, capaces de sobrevivir a las condiciones adversas al tracto digestivo y 
ser calificadas como BAL. 
 
2. Se identificaron molecularmente nueve cepas bacterianas del tracto digestivo 
del lechón, pertenecientes a Lactobacillus fermentos y  Lactococus lactis, con 
alta identidad y cobertura genética. 
 
3. Se identificaron molecularmente dos bacterias patógenas la Esherichia 
fergusonii y Sigella sonnei con alta identidad y cobertura genética aisladas de 
las excretas de lechón con cuadros de diarrea. 
 
4. Las BAL identificadas y caracterizadas tuvieron la capacidad de formar halos 
de inhibición y efecto antibiótico frente a Escherichia fergusonii y Sigella 
sonnei. en función a los métodos diferenciados. 
 
5. El mejor método en la pruebas de antagonismos de las BAL frente a dos 
patógenos, fue cuando se utilizó extractos bacterianos sin neutralizar (acción 
acida). 
 
6. Se presentaron halos de inhibición en las pruebas de antagonismo utilizando 
extracto bacteriano neutralizado permitiendo predecir la presencia de 
sustancia proteicas (bacteriocinas) 
 
7. En las pruebas de antagonismo el patógeno que tuvo mayor sensibilidad fue 
la Esherichia fergusonii frente a las BAL en estudio expresada por la presencia 
y el diámetro de los halos de inhibición. 
 
8. Las proteínas encontradas mediante proteómica en las bacterias seleccionas, 
pertenecen a bacteriocinas de BAL, las cuales tienen capacidad antibiótica 
ligada al efecto quelante de la (ornithine monooxygenase) y enzimáticos 
(RNase J family beta-CASP ribonuclease) que destruyen patogenos. 
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9. Las proteínas encontradas mediante la proteómica permitieron la 
identificación genómica según nucleótidos, con alta cobertura e identidad de 
dos organismos como  Bacillus firmus y Lactobacillus saerimneri, del orden 
Lactobacillaceae relacionadas filogenéticamente con Lactobacillus fermentus 
y  Lactococus lactis, identificados inicialmente como BAL y todas reportadas 
con efecto probiótico y antibiótico. 
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7. RECOMENDACIONES. 
 
1. Realizar el estudio de BAL del tracto digestivo de diferentes animales 
domésticos y utilizarlos en mejorar la salud y alimentación de la misma 
especie animal. 
 
2. Realizar aislamiento y cultivo de BAL para ser utilizados como probioticos en 
diferentes especies animales. 
 
3. Realizar ensayos de uso de extractos bacterianos de BAL como un 
complemento de la alimentación animal. 
 
4. Obtener bacterias estabilizadas biológicamente, con capacidad antibiótica en 
cerdos de diferentes edades para su uso generalizado. 
 
5. Medir el efecto antibiótico de las BAL frente a otras bacterias patógenas del 
tracto digestivo del lechón. 
 
6. Estudiar la viabilidad a la producción de extractos bacterianos bactericidas en 
producción comercial de lechones. 
 
7. Identificar consorcios bacterianos con capacidad antibiótica. 
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Anexos 
Anexo 1 
CÓDIGO DEONTOLÓGICO DEL COLEGIO MÉDICO VETERINARIO DEL 
PERU (CMVP) 
DE LA DEONTOLOGÍA PROFESIONAL EN LA DOCENCIA E 
INVESTIGACIÓN  
Artículo 84°.- El avance de las Ciencias Veterinarias se basa en la investigación 
y si no puede prescindir de una experimentación con animales vivos, en 
muchos casos, entonces el bienestar de éstos es prioritario para el investigador, 
por tanto los protocolos de investigación con animales vivos deberán ser 
aprobados y supervisados por los Comités que los centros de investigación, 
públicos o privados, tengan instituidos, pero en ningún caso se podrá violar las 
leyes de Protección Animal. 
Artículo 85°.- La investigación con animales vivos debe basarse en las normas 
científicas aceptadas comúnmente y el sufrimiento físico y/o estrés de los 
animales experimentales deberá ser el mínimo posible, evitando su sufrimiento.  
Artículo 86°.- El Médico Veterinario está obligado a tener una distinción clara 
entre procedimientos en fase de ensayo y aquellos que ya han sido aceptados 
como válidos y son practicados en el ejercicio de la Medicina Veterinaria clínica, 
porque el ensayo clínico de nuevos procedimientos no deberá privar al paciente 
de recibir un tratamiento aceptado como válido. Cuando se desee aplicar un 
tratamiento en fase de ensayo, deberá requerirse el consentimiento del 
propietario debidamente informado.  
Artículo 87°.- El Médico Veterinario tiene el deber de comunicar y difundir, por 
escrito o verbalmente, a nivel profesional especializado, los descubrimientos 
realizados o las conclusiones de sus estudios científicos. Antes de divulgarlos 
a los medios de comunicación deberá someterlos a la opinión o criterio de 
organismos especializados o autoridades científicas en la materia. 
www.cmvl.pe/wp-content/uploads/2013/04/Codigo-Deontologico.pdf 
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SECUNCIACION DE NUCLEOTIDOS ENCONTRADOS 
Anexo 2 
Lactobacillus fermentum IFO 3956 DNA, complete genome. SOURCE Lactobacillus 
fermentum IFO 3956, Lactobacillus fermentum IFO 3956 Bacteria; Firmicutes; Bacilli; 
Lactobacillales; Lactobacillaceae; Lactobacillus 
GGCCATCCTTGATCGGATCATTGGGCGTAAGCGAGCGCAGGTGGTTTTTTAAGTTCTGATGTAAAAGGCAGTGG
CTCAACCATTGTGTGCATTGGAAACTGGGAGAGTTGAGTGCAGGAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGT
GAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCGGAGGCGAAAGCGGCTCTCTGGCCTGTAACTGACACTGAGGCTCGA
AAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGCTGTAGGGAGC
TATAAGTTCTCTGTAGCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAA
GGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGG
TCTTGACATACTCGTGCTATCCTTAGAGATAAGGAGTTCCTTCGGGACACGGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTC
GTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTACTAGTTGCCATCATTAAG
TTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTT
ATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTCGCCAACCCGCGAGGGTGCGCTAATCTCTT
AAAACCATTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAG
CACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGGAAGTTGGGAGTACCCAAA
GTAGGTTGCCTAACCGCAAGGAGGGCGCTTCCTAAGGTAAGACCGATGACGGGGTGATCACAAAAAGGAGAAAC
ACACACAGGGGGGGGTGGTTGCCCCGCCCCCTCTCGGGAGGAGAGCGGGGCCTC Lactobacillus fermentum IFO 
3956 DNA, complete genome. SOURCE Lactobacillus fermentum IFO 3956, Lactobacillus fermentum IFO 3956 
Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales; Lactobacillaceae; Lactobacillus.REFERENCE 1 Comparative genome 
analysis of Lactobacillus reuteri and Lactobacillus fermentum reveal a genomic island for reuterin and cobalamin 
production AUTHORS   Morita,H., Toh,H., Fukuda,S., Horikawa,H., Oshima,K., Suzuki,T., Murakami,M., Hisamatsu,S., 
Kato,Y., Takizawa,T., Fukuoka,H.,Yoshimura,T., Itoh,K., O'Sullivan,D.J., McKay,L.L., Ohno,H., Kikuchi,J., Masaoka,T. 
and Hattori,M. JURNAL DNA Res. 15 (3), 151-161 (2008) PUBMED 18487258. 2(bases 1 to 2098685) Direct 
Submission,  AUTHORS   Hattori,M., Yamashita,A., Toh,H., Oshima,K. and Shiba,T. Submitted (16-MAR-2005) 
Contact:Masahira Hattori University of Tokyo, Graduate School of Frontier Sciences; 5-1-5 Kashiwanoha, Kashiwa, 
Chiba 277-8562, Japan. (PubMed National Center for Biotechnology 2016) 
Anexo 3 
Lactobacillus fermentum strain NBRC 15885 16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence. SOURCE Lactobacillus fermentum,Lactobacillus fermentum, Bacteria; 
Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales; Lactobacillaceae;  
AGGATGAACGCGGGCGGTGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGCGTTGGCCCAATTGATTGATGGTGCTTGCAC
CTGATTGATTTTGGTCGCCAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCAGAAGCGGGGGA
CAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCGC
TATCACTTCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGATGATGCATAG
CCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTC
TGTTGTTAAAGAAGAACACGTATGAGAGTAACTGTTCATACGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGTCACGGCTAACT
ACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAGTGCAGGC
GGTTTTCTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGATAACTTGAGTGCAG
AAGAGGGTAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGG
CTACCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGACTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAT
GCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGGAGCTAACGCATTAAGCACTCCG
CCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG
TTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTGCGCCAACCCTAGAGATAGGGCGTTTCCT
TCGGGAACGCAATGACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
GAGCGCAACCCTTGTTACTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGG
AAGGTGGGGACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAC
GAGTCGCGAACTCGCGAGGGCAAGCAAATCTCTTAAAACCGTTCTCAGTTCGGACTGCAGGCTGCAACTCGCCT
GCACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACC
GCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTAGGAGCCAGCCGCCTAAGGTG
GGACAGATGATT. Lactobacillus fermentum strain NBRC 15885 16S ribosomal RNA gene, partial sequence. SOURCE 
Lactobacillus fermentum,Lactobacillus fermentum, Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales; Lactobacillaceae; 
Lactobacillus. Encontrados en estudios relacionados con organismos benéficos según los autores, REFERENCE 1 
TITLE NITE Biological Resource Center (NBRC) AUTHORS   Miyashita,M.Unpublished. 2(bases 1 to 1501) Direct 
Submission Submitted (23-APR-2014) National Center for Biotechnology Information, NIH, Bethesda, MD 20894, USA. 
3(bases 1 to 1501) Direct Submission AUTHORS   Miyashita,M. and Nakagawa,Y.Submitted (15-APR-2011) 
Contact:Mika Miyashita National Institute of Technology and Evaluation, NITE Biological Resource Center (NBRC); 
Kazusakamatari, Kisarazu, Chiba 292-0818, Japan. (PubMed National Center for Biotechnology 2016) 
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Anexo 4 
Lactococcus lactis subsp. Tructae Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales; 
Streptococcaceae; Lactococcus. 
GCGAGTGCAGGCGGTTCAATAGGGCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCCCCGGAAAGTTGCATCAGAAACTGTTNG
AACTTGAGTGCNAAAGAGGAGAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAG
TGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGGAGGTTTCCGCCTCTCAGTGCTGCAGCTAACGC
ATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCAGTGCAAACCTAAGAGA
TTAGGTGTTCCCTTCGGGGACGCTGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGT
TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCATTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAATGAGACTGCCGGTG
ACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAAT
GGACGGTACAACGAGAAGCGAACCTGCGAAGGCAAGCGGATCTCTTAAAGNCGTTCTCAGTTCGGACTGTAGGC
TGCAACTCNNCTACACGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
CCTTGTACACACCGCCCGTCAACACCATGAGAGTCTGTAACNNCCCNAANCGGTGGGATAACCTTTATAGGAGT
CAGCCGTCTAAGGTAGGACAAATGATTAGGGTGAAGTCGTTAACAAGGTAACCCGNAAA Lactococcus lactis 
subsp. Tructae Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales; Streptococcaceae; Lactococcus. REFERENCE 1(bases 1 
to 1541) Lactococcus lactis subsp. tructae subsp. nov. isolated from the intestinal mucus of brown trout (Salmo trutta) 
and rainbow trout(Oncorhynchus mykiss) AUTHORS Perez,T., Balcazar,J.L., Peix,A., Valverde,A., Velazquez,E., de 
Blas,I. and Ruiz-Zarzuela,I. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 61 (PT 8), 1894-1898 (2011) PUBMED 20833888. 2 (bases 1 
to 1541) Direct Submission CONSRTM NCBI RefSeq Targeted Loci Project Submitted (23-APR-2014) National Center 
for Biotechnology Information, NIH, Bethesda, MD 20894, USA. 3(bases 1 to 1541) Direct Submission. AUTHORS   
Balcazar,J.L., Peix,A., Velazquez,E., de-Blas,I. and Ruiz-Zarzuela,I. Submitted (29-MAY-2008) Microbiologia y 
Genetica, Universidad de Salamanca, Doctores de la Reina s/n, Salamanca 37007, Spain. (PubMed National Center 
for Biotechnology 2016) 
 
Anexo 5 
Escherichia fergusonii strain ATCC 35469 16S ribosomal RNA gene, complete 
sequence. SOURCE Escherichia fergusonii ATCC 35469 Escherichia fergusonii 
ATCC 35469 Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacterales; 
Enterobacteriaceae; Escherichia 
TGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGTTTC
GCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGT
AGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATG
GGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCA
CACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCC
TGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGGAGTAA
AGTTAATACCTTTGCTCATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAA
TCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCTGATACTGGCAAGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGG
TGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGC
TCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGG
AGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG
TTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGA
ACCTTACCTGGTCTTGACATCCACGGAAGTTTTCAGAGATGAGAATGTGCCTTCGGGAACCGTGAGACAGGTGCT
GCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTG
CCAGCGGTCCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTC
ATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCA
AGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGT
AATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGG
GTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTC
GTAACAAGGTA Escherichia fergusonii strain ATCC 35469 16S ribosomal RNA gene, complete sequence. SOURCE 
Escherichia fergusonii ATCC 35469 Escherichia fergusonii ATCC 35469 Bacteria; Proteobacteria; 
Gammaproteobacteria; Enterobacterales; Enterobacteriaceae; Escherichia. REFERENCE 1(bases 1 to 1542) Direct 
Submission CONSRTM   NCBI RefSeq Targeted Loci Project. Submitted (28-JAN-2013) National Center for 
Biotechnology Information, NIH, Bethesda, MD 20894, USA. 2(bases 1 to 1542) Direct Submission. AUTHORS 
Genoscope -,C.E.A. Submitted (14-DEC-2008) Genoscope - Centre National de Sequencage :BP 191 91006 EVRY 
cedex - FRANCE (PubMed National Center for Biotechnology 2016)  
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Anexo 6 
Shigella sonnei strain CECT 4887 16S ribosomal RNA gene, partial  sequence. Shigella 
sonnei Shigella sonnei Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; 
Enterobacterales; Enterobacteriaceae; Shigella. 
 
GGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGAAACAGCTTGCTGTTTCG
CTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTA
GCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGG
GATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACA
CTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTG
ATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGGAGTAAAG
TTAATACCTTTGCTCATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAT
CCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCTGATACTGGCAAGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGT
GTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCT
CAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGA
GGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGT
TAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAA
CCTTACCTGGTCTTGACATCCACGGAAGTTTTCAGAGATGAGAATGTGCCTTCGGGAACCCTGAGACAGGTGCT
GCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTG
CCAGCGGTCCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTC
ATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCA
AGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGT
AATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGG
GTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTC
GTAACAAGGTAACCGTAGGGGAACCTGCGGTTGGATCACCTCCTTTCTGAGCTT Shigella sonnei strain CECT 
4887 16S ribosomal RNA gene, partial  sequence. Shigella sonnei Shigella sonnei Bacteria; Proteobacteria; 
Gammaproteobacteria; Enterobacterales; Enterobacteriaceae; Shigella.REFERENCE 1Taxonomic note: SOS, 
Sequencing Orphan Species: filling the gaps in the 16S rRNA gene sequence database for all classified species with 
validly published names.  AUTHORS   Yarza,P., Euzeby,J., Sproer,C., Tindall,B.J., Pukall,R., Spring,S., Lang,E., 
Gronow,S., Verbarg,S., Klenk,H.-P., Crouch,A., Beck,B., Unosson,C., Moore,E.R., Nakagawa,Y., Clermont,D., 
Janssens,D., Sakamoto,M., Iida,T., Kudo,T., Kosako,Y., Oshida,Y., Ohkuma,M., Arahal,D.R., Spieck,E., Roeser,A.P., 
Figge,M., Park,D., Buchanan,P., Nicholson,A., Cifuentes,A., Schleifer,K.-H., Amann,R., Gloeckner,F.O. and Rossello-
Mora,R. Unpublished. 2(bases 1 to 1530) Direct Submission. CONSRTM   NCBI RefSeq Targeted Loci Project 
Submitted (25-NOV-2013) National Center for Biotechnology Information, NIH, Bethesda, MD 20894, USA. 3(bases 1 
to 1530) Direct Submission. Arahal,D. Submitted (20-MAY-2011) to the INSDC. University of Valencia,  Spanish Type 
Culture Collection (CECT), Edificio de Investigacion,Campus de Burjassot, Burjassot 46100, SPAIN. (PubMed National 
Center for Biotechnology 2016 
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Anexo 7 
  
BASE DE DATOS DE LOS DIAMETROS DE LOS HALOS DE INHIBICIÓN
halos de inhibicion de bacterias del lechon
directo a Escherichia fergusonii 
CEPAS Diametro de halos
1 8.5 8.6 6 7.8 8.0 8 7.8 8 8.6 9 8 6 9 6
2 7.0 7.0 8 7.7 8.0 9 7.7 8 7 8 8 6 9 7
4 8.6 8.8 6 7.0 7.7 8 7.0 6 6 6 8 6 7 6
6 7.0 7.0 6 7.3 7.2 7 7.3 8.5 9 8 8 6 8 6
7 6.0 6.0 6 6.4 6.3 7 6.4 8 6 6 6 6 7 6
8 7.2 10.3 8.9 8.1 8.2 7 8.1 9 9 10 8 6 8 6
9 7.9 6.0 6 7.2 7.5 8 7.2 8 6 6 8 8 9 6
10 8.0 8.0 6 7.4 7.8 8 7.4 7 7 7 8 6 9 7
14 6.0 6.0 6 7.2 7.3 9 7.2 8.5 6 8.5 9 6 8 6
halos de inhibicion de bacterias del lechon
Directo a Shigella sonnei 
CEPAS Diametro de halos
1 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
2 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
4 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
6 6 6 7 7 7 7 6 6 7 7 6 6
7 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
8 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
9 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7
10 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
14 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
a Escherichia fergusonii 
halos de inhibicion de bacterias del lechon
Sin neutralizar
CEPAS Diametro de halos
1 11.1 12.5 9.5 6 10.26 0 9.17 11 6 10 9.5 10
2 12 8.1 9.44 8 12 8 9.18 11 7 11 9.44 8.1
4 12.2 12.7 10.6 7 12.9 7 9.97 11 8 11.5 10.6 13.5
6 9.14 8.32 9.65 0 7.32 0 8.26 11 0 12 9.65 11.5
7 11.8 11.5 12 0 11.9 0 11.7 13 0 11.5 12 13
8 12.1 8.8 9.13 7 7.54 8 8.41 11 7 11.5 9.13 10
9 7 0 8.55 7 8.82 7 7.16 12 6 12 8.55 10
10 10 9.42 9.31 9 8.12 6 8.59 11 9 11 9.31 11
14 7.32 7.54 7.88 7 8.64 7 7.25 9 6 9 7.88 10
sin neutralizado a Shigella sonnei 
CEPAS Diametro de halos
1 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
2 6 6 6 6 7 6 6 6 7 6 7 6
4 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
6 6 7 7 7 7 7 7 7 7 6 7 7
7 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
8 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
9 8 7 8 7 8 8 8 7 8 8 8 8
10 7 7 8 7 7 7 8 7 7 7 7 7
14 6 7 7 7 6 7 7 7 6 6 6 7
halos de inhibicion de bacterias del lechon
neutralizado a Escherichia fergusonii 
CEPAS Diametro de halos
1 9.34 6 10 6 8.201 6 7.69 9 8.56 10.3 8.2 9
2 7 8 8 7.621 7 7.53 8.1 7 7.62 8
4 8.08 7 8 7 7.815 7 7.63 8 8.56 8.12 7.81 9
6 9.14 6 7 7 7.586 6 7.3 9 8.32 7.32 7.59 8
7 11 6 10 6 9.298 6 8.54 11 12 10.2 9.3 12
8 8.8 6 8 8 8.13 8 8.02 9 8.8 7.54 8.13 9
9 7 6 9 7 7.201 6 6.96 7 0 8.82 7.2 0
10 10 7 8 7 8.417 7 8.09 10 9.42 8.12 8.42 9
14 7.32 6 9 6 7.192 6 6.92 7 7.54 8.64 7.19 8
neutralizado a Shigella sonnei 
CEPAS Diametro de halos
1 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
2 7 7 7 6 7 7 7 6 7 7 7 7
4 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
7 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
8 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
9 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7
10 7 7 7 7 8 7 7 7 7 7 8 7
14 7 6 7 6 7 7 7 6 7 7 7 7
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